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1.1 El endotelio vascular: más que una barrera celular  

1.1.1 Generalidades 

Las células endoteliales forman una monocapa continua que tapiza la cara luminal 

interna de las arterias, las venas, los capilares y los vasos linfáticos. Los vasos sanguíneos, 

en algunas localizaciones, además de la capa endotelial, están formados por una capa 

adventicia y una capa media formada por células musculares lisas (Figura 1.1).1,2 

Figura 1.1. Imagen histológica de corte transversal de un vaso sanguíneo (esquina 
superior izquierda) con la representación esquemática ampliada de sus distintas capas 

Actualmente, el endotelio vascular ya no es considerado como un simple epitelio que 

tapiza el interior de los vasos. Constituye un pilar fundamental en la homeostasis vascular 

y el principal responsable de múltiples funciones que contribuyen a mantener la fisiología 

del sistema cardiovascular.3,4  
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1.1.2 Desarrollo embrionario del endotelio 

El endotelio, una monocapa de células planas de origen mesodérmico, constituye el 

revestimiento interior de los vasos sanguíneos (arterias, venas y capilares) y el sistema 

linfático. El conocimiento del desarrollo y la diferenciación de las células endoteliales es 

importante para comprender mejor los distintos trastornos del endotelio vascular, y en la 

búsqueda de nuevas opciones terapéuticas.2  

Durante las primeras etapas del desarrollo, el tejido embrionario y extraembrionario 

se componen de dos capas de células: el epiblasto y el hipoblasto. El epiblasto expresa 

diversas proteínas, entre las cuales destaca la proteína morfogénica ósea (PMO). Las 

células del epiblasto desplazarán al hipoblasto, para formar el endodermo embrionario; y 

las células de epiblasto restantes, darán lugar al ectodermo embrionario. El tejido 

mesenquimatoso que acompaña al tejido embrionario, originará una capa denominada 

“mesodermo” con células mesenquimales. De esta manera, el disco embrionario se ha 

convertido en trilaminar y consta de tres capas: ectodermo, mesodermo y endodermo 

(Figura 1.2). Es lo que denominamos la línea primitiva.  

Figura 1.2. Disco embrionario trilaminar con formación del mesodermo intraembrionario 

La formación de mesénquima embrionario es uno de los eventos más críticos durante 

la embriogénesis, ya que promueve el establecimiento de los tejidos cardiovasculares, 

hematopoyéticos, esqueléticos y blandos. El factor de crecimiento de fibroblastos es un 

factor precursor importante de los islotes sanguíneos en el mesodermo, que darán lugar 

al futuro órgano endotelial.5 Las células los islotes sanguíneos experimentan dos 

transiciones: las células externas se aplanan y se convierten en endotelio, mientras que 

las internas se diferencian en células hematopoyéticas.2,6,7 
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Las células endoteliales se identifican por la expresión de VE-cadherina, receptor 

tirosina quinasa Tie2, y PECAM (molécula de adhesión de células endoteliales 

plaquetarias, también conocida como CD31).8 Aunque todavía no hay marcadores que 

distingan diferentes subconjuntos de células endoteliales en esta etapa precoz, los 

experimentos de “rastreo celular” han demostrado que cada célula endotelial contribuiría 

a la formación de bien arterias, o venas. Existen diferencias de soporte endotelial entre 

los vasos, en función de su localización. Asimismo, las arterias están rodeadas por células 

de músculo liso vascular. El endotelio secreta proteínas de la matriz extracelular, por lo 

que las células del músculo liso no tienen contacto directo con las células endoteliales. El 

músculo liso vascular proporciona soporte mecánico y elasticidad, mediado por proteínas 

contráctiles como la smootelina-B. Estas células del músculo liso vascular migran hacia 

las arterias primarias más grandes y posteriormente cubren las bifurcaciones de menor 

tamaño. Debido a que las células endoteliales arteriales están sometidas a un esfuerzo de 

cizallamiento extremadamente alto, es entendible que necesiten este apoyo estructural 

adicional que supone el músculo liso vascular. Por el contrario, las células endoteliales 

venosas tienen pocas células de músculo liso vascular de soporte, tienen paredes más 

delgadas y experimentan menos “esfuerzo cortante” o “estrés de flujo”. Curiosamente, 

algunas células endoteliales arteriales, como las arterias coronarias, son aterosusceptibles, 

mientras que otras células endoteliales arteriales, como las arterias ilíacas, son 

aterorresistentes. Las arterias coronarias expresan preferentemente genes relacionados 

con la aterosclerosis, como el factor de transcripción factor de crecimiento temprano 1, 

el factor de transcripción proinflamatorio c-FOS y genes relacionados con la inflamación, 

oxidación y metabolismo de lípidos. Las arterias ilíacas, por el contrario, expresan genes 

que median la remodelación vascular y la angiogénesis, así como genes citoprotectores. 

Aunque actualmente se desconoce la causa de estas diferencias, Zhang et al plantearon la 

hipótesis de que dichos cambios pueden ser causados por el entorno mecánico local, como 

las diferencias en el estrés de flujo y la deformación circunferencial que sufren. La 

identificación reciente de algunas etapas de diferenciación de células mesenquimales 

endoteliales hacia células estromales, pericitos o stem-cells, además de nuevos 

marcadores específicos según el linaje, ha creado nuevos dianas para investigar  los 

mecanismos moleculares que guían la especificación y diversificación de estas células de 

origen mesodérmico.6 La comprensión de cómo una célula endotelial puede diferenciarse 

en células especializadas durante el desarrollo embrionario, es esencial para entender la 

complejidad de los trastornos endoteliales y la búsqueda de nuevas dianas terapéuticas.7,9  
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1.1.3 Funciones del endotelio en la homeostasis vascular  

El endotelio, hasta hace unos años, era considerado una simple barrera que regulaba 

el transporte de moléculas desde la sangre del interior de los vasos hacia el espacio 

intersticial. Sin embargo, hoy en día se sabe que el órgano endotelial juega un papel clave 

en el mantenimiento de la fluidez sanguínea, la agregación plaquetaria y el tono vascular, 

así como en la coordinación de la respuesta inmune e inflamatoria y también en la 

angiogénesis.3,10 

1.1.3.1  Papel del endotelio en la trombosis y la trombólisis 

El endotelio juega un papel crucial para lograr el equilibrio hemostático en el 

organismo humano. Por un lado, en condiciones fisiológicas, las células endoteliales 

previenen la trombosis mediante diferentes mecanismos anticoagulantes y 

antiplaquetarios.4,11 Por el contrario, también están involucradas en las distintas vías 

hemostáticas que se desencadenan cuando existe una lesión vascular. En esos casos, 

limitan la formación de coágulos únicamente a las áreas donde se necesita hemostasia 

para reinstaurar la integridad vascular. La ruptura del equilibrio entre los sistemas pro y 

anticoagulante, debido a alteraciones congénitas o adquiridas, puede resultar en 

fenómenos hemorrágicos o trombóticos.12 Asimismo, el endotelio se considera como un 

órgano heterogéneo, y asegura una adecuada homeostasis en los diferentes órganos y las 

diferentes partes del árbol vascular.13 El entorno local induce fenotipos concretos de 

células endoteliales, que vienen determinados por las necesidades locales, tal y como 

comentamos previamente. Esta heterogeneidad explica las diferentes respuestas 

patológicas que se pueden producir ante una alteración de la integridad vascular, en las 

distintas áreas del árbol vascular del organismo. Es decir, existe una respuesta localizada 

del endotelio, diferente en función de su localización. También es importante destacar 

que la gran mayoría de las células endoteliales se encuentran dispuestas a lo largo de los 

microvasos. Es por esto que las células endoteliales juegan un papel clave en el desarrollo 

de enfermedades microcirculatorias como las microangiopatías trombóticas o la 

coagulación intravascular difusa.14,15,16 
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1.1.3.2 Papel del endotelio en la coagulación sanguínea  

Las células endoteliales forman la superficie vascular luminal y, por lo tanto, tienen 

un papel fundamental en la regulación de la coagulación. Una forma importante mediante 

la cual las células endoteliales controlan el sistema de coagulación, es regulando la 

expresión de los puntos de unión de los factores anticoagulantes y procoagulantes a la 

superficie celular. Por un lado, las células endoteliales mantienen la fluidez sanguínea 

promoviendo la actividad de numerosas vías anticoagulantes, incluida la vía proteína C / 

proteína S17. Después de la activación de estas vías, producida en algunas ocasiones por 

las citocinas, el equilibrio de la barrera endotelial puede inclinarse a favor de la formación 

de coágulos mediante la inducción de vías procoagulantes y la supresión de otros 

mecanismos anticoagulantes. El factor de necrosis tumoral, por ejemplo, suprime la 

formación de trrobomodulina, un cofactor anticoagulante endotelial, e induce la 

expresión del factor tisular, que es un cofactor procoagulante. Estos cambios tan 

específicos, son capaces de inducir la formación de fibrina ocurra en un punto focal de 

inflamación, pero manteniendo aún así la fluidez sanguínea en las zonas de vasculatura 

circundante que no han sufrido ninguna alteración proinflamatoria. Igualmente, algunos 

estudios demostraron que los productos finales de la glicosilación avanzada pueden 

inducir cambios similares en las propiedades coagulantes endoteliales. Los productos 

derivados de la glicosilación, son proteínas modificadas por la glucosa y se acumulan en 

los vasos sanguíneos a un ritmo muy elevado en pacientes diabéticos. Esto indica que 

dichos mecanismos puedan ser clave en la fisiopatología de la enfermedad vascular 

diabética.18  

1.1.3.3 Endotelio e interacción con plaquetas y leucocitos 

La primera descripción del rodamiento de las células sanguíneas a lo largo de la 

superficie endotelial de las vénulas fue publicada hace más de 100 años. En ese momento, 

se demostró que los leucocitos se adherían a las paredes de los vasos sanguíneos, en 

situaciones con activación de la inflamación. Por otro lado, Giulio Bizzozero en 1882 

describió por primera vez las plaquetas como un nuevo corpúsculo sanguíneo, que juega 

un papel relevante en la trombosis y la hemostasia, y observó que “cada vez que se daña 

una zona de pared vascular, la disminución de los glóbulos blancos representa un 

fenómeno secundario y puede, quizás, ser causado por aumento de la agregabilidad de las 

plaquetas sanguíneas”. Las plaquetas, por tanto, reaccionarían con los leucocitos en este 
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entorno. La adhesión de las plaquetas y los leucocitos que “ruedan” sobre el endotelio 

representan la etapa inicial de un proceso de múltiples etapas que conduce a la 

extravasación de glóbulos blancos a sitios de inflamación o infección, a la interacción y 

agregación plaquetas-leucocitos en una superficie trombogénica y finalmente a la 

oclusión vascular. Las plaquetas pueden interactuar con el endotelio incluso en ausencia 

de daño morfológico aparente. De hecho, pueden adherirse a un endotelio aparentemente 

intacto inflamado por diferentes estímulos, como infección, alteración mecánica o 

isquemia y reperfusión, o al endotelio localizado en sitios propensos a lesiones, como la 

bifurcación de la arteria carótida. El reclutamiento de plaquetas y leucocitos en sitios de 

lesión vascular es muy rápido y está mediada por la liberación de componentes 

preformados elaborados por el endotelio. Cuando el organismo responde a la invasión de 

un microorganismo patógeno, las células endoteliales venosas aumentan la expresión de 

las moléculas de adhesión, entre las que se incluyen los cuerpos de Weibel-Palade y sus 

constituyentes principales, los multímeros más grandes del factor von Willebrand y la P-

selectina, que son los promotores más activos de la adhesión de plaquetas y leucocitos 

(Figura 1.3).19,20 

Figura 1.3. Interacción de plaquetas y leucocitos con el endotelio vascular, y aumento de 
la expresión de proteína necesarias para el reclutamiento 

La molécula de adhesión intercelular (ICAM, por sus siglas en inglés) participa 

también en la captura de los leucocitos a nivel endotelial, de forma localizada. La P-

selectina además de mediar la adhesión de leucocitos y plaquetas, se fusiona con la 

membrana plasmática endotelial.21 El proceso de rodamiento de leucocitos se inicia 

mediante la secreción de P-selectina y concluye con la adhesión y transmigración de los 
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leucocitos al tejido inflamado. El funcionamiento inadecuado del endotelio vascular 

provoca que este proceso suceda en algunas arterias con expresión anómala de las 

moléculas de adhesión. Así pues, se da un acúmulo de macrófagos y otras células 

inflamatorias en el espacio subendotelial. Los macrófagos ubicados en el espacio 

subendotelial arterial fagocitan lipoproteínas de baja densidad oxidadas (LDL-ox) y se 

convierten en células espumosas, que ocasionan el crecimiento y desarrollo de la placa 

de ateroma.22  

1.1.3.4  Regulación del tono y crecimiento vascular 

Las células endoteliales juegan un papel regulador importante en la circulación 

sanguínea, tanto como barrera física, como fuente productora de diversas sustancias 

reguladoras del tono vascular. En primer lugar, el óxido nítrico (NO) derivado del 

endotelio y la prostaciclina, se liberan en respuesta a estímulos físicos, hormonas y 

sustancias derivadas de plaquetas. El NO es capaz de inducir la relajación vascular. Por 

el contrario, otras sustancias pueden provocar una hiperpolarización de las células del 

músculo liso y la vasoconstricción de los vasos (Tabla 1). Es decir, son las células 

endoteliales las mismas que también pueden liberar varios factores inductores de la 

contracción, tales que la Endotelina (ET), tromboxano A2, angiotensina II, superóxido y 

otros factores inductores de la contracción no identificados (Figura 1.4). El balance entre 

las acciones de cada una de estas sustancias es lo que determinará la adecuada función 

endotelial o su disfunción.23,24,25,26 

Propiedades vasodilatadoras, 

antiinflamatorias, antitrombóticas 

Promueve vasoconstricción, inflamación, 

hipertrofia y trombosis 

Óxido nítrico 

Endotelina 

Angiotensina II 

Factor de crecimiento derivado de plaquetas B 

Tabla 1.1.Ejemplos sustancias endoteliales capaces de modificar el tono y el 
crecimiento vascular 

En segundo lugar, es importante resaltar que las células endoteliales también son una 

fuente de liberación de factores inhibidores y promotores de la angiogénesis, como la 

heparina y los sulfatos de heparina, el factor de crecimiento derivado de plaquetas y la 

trombospondina. Varias sustancias vasoactivas producidas por el endotelio, como el NO, 

la ET y la angiotensina II, además de su función vasodilatadora o vasoconstrictora, 
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también pueden desempeñar una función clave en la regulación del crecimiento vascular. 

Por tanto, la capa endotelial puede ser capaz de regular tanto el tono como el crecimiento 

vascular. La disfunción de estos sistemas reguladores dependientes del endotelio puede 

desempeñar un papel importante en algunas enfermedades cardiovasculares.27  

Figura 1.4. Efectos del NO y de ET-1 en células de músculo liso vascular 

El endotelio también participa en la formación de los vasos sanguíneos, tanto en etapas 

embrionarias como en etapas vitales posteriores. Después de la semana 22 de gestación, 

se cree que la vasculatura fetal de algunas áreas de microcirculación, como el plexo 

retiniano, se desarrolla a través de la angiogénesis “en ciernes”. Es decir, la proliferación 

y crecimiento de vasos sanguíneos tiene lugar desde la vasculatura fetal existente en ese 

momento. Entendemos como vasculogénesis la formación de vasos primitivos “de novo”. 

La angiogénesis es la formación de vasos mediante la extensión y el desarrollo de una 

vasculatura ya formada. Esto ocurre en los plexos de la retina, el riñon y algunas áreas 

del sistema nervioso central.28 En varias especies, los astrocitos detectan una "hipoxia 

fisiológica" en estos plexos, y regulan al alza el factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF). Como consecuencia, las células endoteliales proliferen y migran, extendiendo 

así la vasculatura. En el caso del plexo retiniano, el plexo vascular interno (creado 

inicialmente por vasculogénesis) se ampliaría mediante este mecanismo, desde el polo 

posterior hasta la ora serrata (Figura 1.5).29,30,31  
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Figura 1.5. a. Esquema ilustrativo de la angiogénesis tras estimulación por VEGF. b. 
Imagen ultra-amplia de fondo de ojo con vasculatura retiniana competa hasta retina 
periférica (flechas) 

El desarrollo de una red vascular funcional, tanto en el plexo retiniano como en otros 

plexos vasculares específicos, requiere una gran coordinación entre diferentes tipos de 

células que experimentan cambios complejos. Estos procedimientos dependen en 

gran medida de las señales intercambiadas entre las células. De esta forma, el 

VEGF ha supuesto el primer ejemplo de un factor de crecimiento específico del 

endotelio vascular. Recientemente, una familia de factores de crecimiento conocidos 

como angiopoyetinas (Ang) y otros miembros de la amplia familia de las efrinas están 

siendo estudiados por tener efectos únicos sobre el endotelio. Las investigaciones 

recientes han llevado a un modelo de formación vascular que intenta incorporar 

los factores de crecimiento específicos vasculares nuevos y los ya conocidos. En 

estos modelos, el VEGF es el impulsor más importante de la formación vascular, 

ya que se requiere para iniciar la formación de vasos inmaduros mediante la 

vasculogénesis. En etapas posteriores, se requieren Ang1 y factores adicionales como 

el ephrinB2 para una mayor remodelación y maduración de esta vasculatura (Figura 

1.6).32,33 
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Figura 1.6. Maduración de vasos sanguíneos inmaduros gracias a factores pro-angiogénesis 
con diferenciación de las distintas capas de los capilares culminando en el endotelio 

La vasculatura es inicialmente inmadura, y estos factores juegan un papel importante 

en la fase de maduración, sobre todo a medida que las células endoteliales se integran con 

células de soporte, como es el caso de las células musculares lisas o los pericitos.3 

Después de la maduración de los vasos, Ang1 podría seguir siendo importante en el 

mantenimiento de la quiescencia y la estabilidad de la vasculatura ya madura. De hecho, 

se ha observado un posible papel protector en relación con las angiopoyetinas en 

patologías con proliferación vascular anómala con la degeneración macular asociada a la 

edad exudativa, caracterizada por el crecimiento de neovasos retinianos.34  
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1.2 El papel del Oxido Nítrico y su importancia en la salud vascular   

1.2.1 Concepto previo 

Desde el descubrimiento de la liberación endotelial del radical libre NO que regula el 

tono vascular, se descubrió que esta molécula gaseosa actúa como mensajero autocrino y 

paracrino de una amplia gama de procesos fisiológicos. La vida media del NO es muy 

corta porque se metaboliza rápidamente a nitrito y después a nitrato; y se excreta en la 

orina. El NO cumple diversas funciones relacionadas con la homeostasis vascular, 

incluyendo múltiples efectos vasodilatadores y antitrombóticos y la inhibición de la 

expresión de citocinas y quimiocinas proinflamatorias. También inhibe la proliferación 

de células de músculo liso vascular, la oxidación de las LDL, y la acción de factores que 

transcriben mediadores aterogénicos, como el factor nuclear kappaB (NFKB).  

Ha surgido un interés creciente por el desarrollo de herramientas farmacológicas con 

la capacidad de regular la biodisponibilidad del porcentaje de NO. Estos nuevas terapias 

irían dirigidas, entre otras cosas, al tratamiento de la incorrecta funcionalidad endotelial 

en trastornos cardiovasculares como la hipertensión o la angina de pecho.35 

Recientemente, se han investigado también opciones terapéuticas para trastornos 

vasculares relacionados con la diabetes mellitus, incluyendo el pie diabético. 36,37 

1.2.2 Biosíntesis y metabolismo del óxido nítrico 

La NO sintasa (NOS) engloba una familia de enzimas responsables de la síntesis de 

NO a partir del aminoácido L-arginina en el organismo. Las reacciones medidadas por 

NOS, en general, constan de dos etapas de mono-oxigenación, donde el oxígeno 

molecular utiliza nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) como donante de 

electrones; y las proteínas hemo, flavina mononucleótido (FMN), flavina adenina 

dinucleótido (FAD), y (6R-) 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4) como cofactores (Figura 

1.7).38 Hay tres diferentes isoformas de la NOS, que se conocen como NOS neuronal 

(nNOS o NOS I), NOS inducible (iNOS o NOS II), y NOS endotelial (eNOS o NOS 

III).39 
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Figura 1.7. Reacción de formación de óxido nítrico (NO) mediado por la enzima NO-
sintasa (NOS) a partir de L-arginina y con sus principales cofactores 

Las enzimas nNOS y eNOS, también son conocidas como NOS constitutivas, ya que 

generan y liberan NO en células en estado basal, tal y como se ha visto que ocurre en las 

células del sistema nervioso y las células endoteliales. Es decir, tanto eNOS y nNOS se 

expresan constitutivamente generando una concentración de NO basal. De esta manera, 

mantienen la regulación a largo plazo de la transmisión sináptica, así como la regulación 

del tono microvascular in vivo.35 Tanto eNOS como nNOS aumentan sus actividades 

respondiendo al aumento de la concentración de calcio intracelular, provocado por la 

transducción de estimulación mecánica detectada por células endoteliales, o por 

estimulación glutamatérgica de los núcleos supraquiasmáticos, el sitio del circadiano de 

mamíferos.40,41  

Por otro lado, la iNOS en varios tipos de células como macrófagos, hepatocitos y 

sinoviocitos, para regular la inflamación y funciones inmunes. La iNOS es inducida por 

algunos estímulos, entre los que se incluyen las citocinas inmunoestimuladoras, o los 

productos derivados de bacterias.35,38 La iNOS se controla transcripcionalmente y, en 

conjunto con NADPH oxidasa, genera altas concentraciones de NO y superóxido para 

formar el radical inestable peroxinitrito (ONOO−), con actividad citostática.42,43
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1.2.2.1 Transducción enzimática de isoforma endotelial eNOS 

La eNOS regula el tono muscular liso y la hemostasia, y puede variar en función de 

múltiples mecanismos reguladores. Por ejemplo, tanto eNOS como nNOS aumentan su 

actividad respondiendo al aumento de la concentración de calcio intracelular, provocado 

por la transducción tras estimulación mecánica como la detectada en las células 

endoteliales por el “estrés de flujo”. Además, la fosforilación o desfosforilación por varias 

quinasas y fosfatasas, son clave en la regulación postraduccionales de eNOS, ya que 

actúan sobre moléculas específicas y son capaces de aumentar o disminuir la actividad 

eNOS.44 

1.2.2.2 Isoforma endotelial: Papel del NO como mensajero 

El NO es el compuesto al que se atribuye actividad fisiológica de la eNOS, tal y como 

hemos comentado en párrafos anteriores. El NO puede generarse por varios tipos de 

células, en este caso las células endoteliales, que actúan como una molécula de 

señalización mensajera autocrina y paracrina altamente regulada. Debido a su naturaleza 

no polar y altamente reactiva, puede difundirse en gradientes de hasta ~ 100 μm, con una 

vida media de pocos segundos. Estas características permiten que el tejido objetivo 

responda proporcionalmente a la concentración local de NO. Por ejemplo, puede generar 

vasodilatación focal en respuesta a la turbulencia, focalizada en ciertas zonas de los lechos 

microvasculares. Sin embargo, es importante saber que la vida media de esta molécula de 

gas puede variar en función de las reacciones de oxidación y de la cantidad de oxígeno 

(O2) y otros reactivos, como los nitratos y nitritos, presentes ocasionalmente en el 

momento de la transducción.35 
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1.2.3 Acción del Óxido Nítrico y guanilato-ciclasa (GC) intracelular en las células 

endoteliales y el músculo liso vascular 

Tal y como hemos comentado en apartados previos, el NO tiene diversas funciones 

vasculares. Sin embargo, es de especial importancia la función del NO en la musculatura 

lisa vascular, debido a la importante implicación de las células musculares lisas 

vasculares en la regulación del tono vascular y la homeostasis cardiovascular. El NO 

difunde a las células del músculo liso vascular y se une a un grupo hemo de la enzima 

Guanilato Ciclasa (GC), lo que conduce a la formación de guanosina-3,5-monofosfato 

cíclico (GMPc). Esta acción incrementa la concentración de GMPc celular hasta en 100 

veces, permitiendo así la activación de proteína cinasa dependiente de GMPc y el 

posterior aumento de la salida de calcio (Ca2 +) del citosol. Así, se inhibe la maquinaria 

contráctil y se produce la vasodilatación del vaso sanguíneo (Figura 1.8).  

Figura 1.8. Representación de la acción vasodilatadora del GMPc con salida de Ca2+ al exterior 
de la célula, tras acción del NO proveniente de célula endotelial 

 El GMPc es una molécula de señalización intracelular ubicua que involucra un amplio 

espectro de procesos celulares y, por tanto, fisiológicos, y van desde el crecimiento celular 

hasta la apoptosis o la activación de canales iónicos. En el músculo liso vascular, los 

efectos del GPMc son mediados a través de proteínas kinasas, canales iónicos y 

fosfodiesterasas. El GMPc hiperpolariza la membrana celular inhibiendo el influjo de 

calcio y disminuyendo la sensibilidad de los miofilamentos al mismo. El avance en la 

búsqueda de nuevas terapias moleculares que se dirigen a la vía de transducción de NO 

se debe en gran parte a una comprensión más detallada de las complejidades bioquímicas 

y mecánicas de las vías de transducción del NO. Se ha hecho especial hincapié en el papel 
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regulador del GMPc en el sistema cardiovascular, y en muchos mecanismos 

homeostáticos vitales, incluida la permeabilidad de las células endoteliales, la 

contractilidad del músculo liso vascular y la hipertrofia de los cardiomiocitos.36 

1.2.4 Variaciones en la concentración endotelial de NO 

La disminución de producción de NO, la reducción de su biodisponibilidad de o el 

aumento de la degradación son las principales causas de la aparición de disfunción 

endotelial. La regulación de la disponibilidad de NO es compleja y está controlada por 

numerosos mecanismos que afectan directamente a los niveles de NO, incluida la 

expresión de eNOS, la presencia de cofactores y sustrato, así como la inactivación 

química del mismo.45 

1.2.4.1  Disminución de la actividad enzimática de eNOS 

La disminución de la biodisponibilidad de NO puede ser el resultado de una 

disminución de la expresión de la proteína eNOS y/o una actividad alterada de la eNOS, 

en presencia de resistencia a la insulina e hiperglucemia, entre otros factores.  De manera 

similar, la disponibilidad limitada de algunos cofactores, puede causar una disminución 

de las concentraciones de NO, ya que, en esos casos, eNOS no podría ejercer su acción 

correctamente.  

1.2.4.2 Disminución de la biodisponibilidad de NO 

Una degradación acelerada de NO también puede versar en una disminución de la 

biodisponibilidad de NO, como en presencia de niveles elevados de aniones superóxido 

que reaccionan con NO.46 Un ejemplo de situación donde es frecuente hallar menor 

disponibilidad de NO, es la hiperglucemia típica de la diabetes mellitus. Es lo que 

denominamos la resistencia al NO. Este concepto es clave en el entendimiento de la 

respuesta a algunos tratamientos y del pronóstico cardiovascular en pacientes con 

disfunción endotelial. De esta manera, algunos tratamientos vasodilatadores facilitan la 

producción de NO pero no son efectivos, debido al estrés oxidativo que impide la acción 

del NO en las células endoteliales y de músculo liso vascular.
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1.3 Disfunción endotelial 

1.3.1 Definición 

Las células endoteliales vasculares constituyen un órgano estructuralmente simple, 

pero funcionalmente muy complejo, que regula, tal y cómo se ha señalado en apartados 

anteriores, procesos diversos como la hemostasia, la fibrinolisis, la inflamación, la 

presión arterial, o la angiogénesis. Las alteraciones que se presentan en uno o más de 

estos fenómenos fisiológicos es lo que se conoce como disfunción endotelial.47 La 

disfunción endotelial se caracteriza pues, por un cambio en las funciones del endotelio, y 

viene marcada por una vasodilatación reducida, un estado proinflamatorio y propiedades 

protrombóticas. El estrés oxidativo es un mecanismo decisivo en el desarrollo de la 

disfunción del endotelio vascular. Se caracteriza por un exceso de producción de especies 

reactivas de oxigeno (ROS), que son un grupo de pequeñas moléculas que juegan un papel 

crucial en distintos procesos celulares. El deterioro de la función endotelial vascular se 

asocia con la mayoría de variantes de la enfermedad cardiovascular, como la hipertensión, 

diabetes, o insuficiencia renal crónica.3 Además, la disfunción endotelial es un marcador 

temprano de algunas alteraciones, como la aterosclerosis, en la que el malfuncionamiento 

del endotelio precede incluso a la evidencia angiográfica o ultrasónica de la placa 

aterosclerótica. El estrés oxidativo, presente en muchas de estas alteraciones metabólicas, 

lleva a una alteración de la producción de NO y a una disfunción endotelial vascular. 

Cabe destacar que la evidencia científica ha relacionado también la disfunción endotelial 

con condiciones prediabéticas, como es el caso de la glucemia basal alterada o la 

tolerancia a la glucosa alterada.48 De una forma sencilla, podríamos decir que la 

disfunción endotelial debida a factores de riesgo cardiovascular y otros proceses que 

analizaremos a continuación, conduce a la presencia de enfermedad y comorbilidad 

cardiovascular (Figura 1.9).  

Figura 1.9. Esquema simplificado de la secuencia de acontecimientos en pacientes con 
factores de riesgo cardiovascular y disfunción endotelial
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1.3.2 Causas de disfunción endotelial   

Existen diversas causas que puede conducir a una disfunción del endotelio vascular, 

mediante la acción de distintos mecanismos. Los efectos sobre la producción y 

biodisponibilidad de NO, tal y como señalamos en el apartado 1.2, son los más 

destacables y en los que se centra gran parte de la investigación sobre la disfunción del 

endotelio vascular. Nuevas vías están siendo estudiadas para dilucidar otros aspectos de 

la fisiopatogenia de dicha disfunción. En este apartado, comentaremos las situaciones y/o 

enfermedades que pueden influir negativamente sobre la homeostasis vascular medida 

por el endotelio. Las alteraciones moleculares concretas por las que estas enfermedades 

pueden alterar la biodisponibilidad de NO y por ende la correcta función del endotelio 

vascular, se analizarán con mayor detalle en el apartado 1.3.3. 

1.3.2.1 Trastornos metabólicos 

Los trastornos metabólicos, incluyendo la hipertensión arterial, hiperlipidemia, 

hiperglucemia, hiperinsulinemia así como la resistencia a la insulina, tienen relación entre 

sí y pueden afectar la función endotelial al alterar la síntesis o degradación de NO, entre 

otras causas. En primer lugar, podemos decir que, tanto en la hipertensión arterial como 

en otros factores de riesgo cardiovascular, existen niveles elevados de radicales libres 

oxidativos. El estrés oxidativo conduce con el tiempo a una disfunción endotelial, que 

pueden empeorar a su vez la hipertensión arterial y otras enfermedades. De este modo, 

encontramos dos mecanismos, la enfermedad cardiovascular basal y la disfunción 

endotelial progresiva, que se retroalimentan y se refuerzan positivamente. 

1.3.2.2 Inflamación 

Los procesos inflamatorios y los mediadores liberados durante los mismos pueden 

alterar también la función del NO. En situaciones que cursan inflamación sistémica 

notoria, la biodisponibilidad de NO disminuiría. Además, NO dejará de inhibir la 

transcripción de factores pro-aterogénicos y se producirá una situación de aterosclerosis 

acelerada, tal y como veremos detalladamente en los siguientes apartados. Las situaciones 

de inflamación pueden darse por muy distintas causas, desde infecciones agudas o 

crónicas y patologías autoinmunes, hasta enfermedades cardiovasculares capaces de crear 

un “estado inflamatorio”.45 
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En los pacientes con factores de riesgo cardiovascular, encontramos con frecuencia la 

coexistencia de hipertensión arterial, dislipemia o diabetes, todas ellas agravadas a su vez 

por la obesidad. En el tejido adiposo, en condiciones de obesidad, los adipocitos secretan 

citocinas proinflamatorias, facilitando el estado de inflamación sistémica. Las vías 

exactas que conducen a un estado proinflamatorio del tejido adiposo no se han 

identificado todavía con exactitud. Una hipótesis vigente actualmente es la producción de 

citocinas y el aumento de la expresión de las mismas por la acción de los macrófagos. 

Este “estado inflamatorio”, puede deteriorar la función del endotelio y retroalimentar el 

desarrollo de otras patologías de índole cardiovascular. 

En el caso de las infecciones bacterianas, un ejemplo de desencadenante de 

inflamación importante sería el lipopolisacárido de la pared celular bacteriana, que es 

capaz también de interactuar con celular endoteliales. En cuanto a las infecciones víricas, 

por su importancia en la situación sanitaria actual, destacaremos el papel del coronavirus 

tipo 2 del síndrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV-2) en la disfunción del 

endotelio vascular, altamente frecuente en la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-

19) y responsable de muchas complicaciones y comorbilidades asociadas a esta infección

en humanos (Figura 1.10).49,50,51

Figura 1.10. Disfunción endotelial mediada por SARS-Cov-2 y por factores de 
riesgo cardiovascular, resaltando la disminución de la biodisponibilidad de NO 
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1.3.2.3 Estrés mental 

Además de los factores de riesgo clásicos de disfunción del endotelio vascular, existen 

otros factores adicionales identificados en los últimos años, incluyendo el estrés mental. 

La disfunción endotelial relacionada con el estrés mental es un factor de riesgo temprano 

que predice el desarrollo de trastornos cardiovasculares graves. Incluso los episodios 

breves de estrés mental, similares a los que pueden ocurrir en la vida cotidiana, causan 

una disfunción transitoria. Además del efecto en la enzima eNOS, es importante destacar 

el papel de la ET-1, que aumenta y contrarresta la acción vasodilatadora del NO, 

ejerciendo un potente efecto vasoconstrictor. El estrés mental crónico altera la función 

endotelial también al afectar a los niveles citocinas proinflamatorias y de los opioides 

endógenos (morfina, endomorfina, metionina, encefalina y nociceptina), que ejercen 

efectos negativos y beneficiosos sobre el endotelio, respectivamente. Además, las 

catecolaminas epinefrina y norepinefrina, liberadas por el sistema nervioso simpático, son 

otro mediador importante de la disfunción endotelial inducida por estrés. Tanto en los 

estudios in vivo como los in vitro, las catecolaminas han demostrado que no afectan la 

función endotelial per se, pero el estrés repetitivo o crónico puede conducir a un aumento 

de la presión arterial a través de la participación de las catecolaminas, lo que nos lleva a 

un endotelio deteriorado con el paso del tiempo. La inhibición de la producción de cortisol 

y ET-1 tras modificar el estilo de vida, puede ayudar a tratar la disfunción endotelial 

relacionada con el estrés.52  

1.3.2.4 Envejecimiento celular 

El envejecimiento contribuye al deterioro progresivo de la función endotelial, por lo 

que es un factor de riesgo importante para el desarrollo de enfermedades 

cardiovasculares. La disfunción endotelial relacionada con el envejecimiento implica un 

aumento del estrés oxidativo, activación de vías inflamatorias mediadas por factor de 

necrosis tumoral alfa (TNF-α) y NFKB, y deterioro de la regeneración de las células 

endoteliales. Específicamente, la senescencia celular es una forma especializada de 

detención del crecimiento confinada a las células mitóticas, inducida por diversos 

estímulos y caracterizada por remodelación de la cromatina, y aumento de la actividad de 

la β-galactosidasa y autofagia.  

Se han propuesto múltiples mecanismos responsables de la senescencia celular, 

aunque el más importante parece ser el acortamiento de los telómeros. La telomerasa 
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transcriptasa inversa (TERT) es la enzima que contrarresta el acortamiento de los 

telómeros y su expresión es constitutiva solo en células neoplásicas y germinales, 

incluidas las células progenitoras endoteliales (CPE) y las células endoteliales cultivadas 

in vitro. La disminución de la actividad del TERT acelera la senescencia celular, y esto 

puede ser causado por una menor biodisponibilidad de NO y un aumento del estrés 

oxidativo.53 La reducción de NO, resultante de la disminución de la actividad de eNOS, 

se asocia con niveles reducidos de lipoproteína de alta densidad (HDL) y factor de 

crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-I) en personas de edad avanzada.  

Otra consecuencia del envejecimiento es la regeneración insuficiente de las células 

endoteliales. Un número menor de CPE está relacionado con la apoptosis y necrosis de 

las células endoteliales que se producen en el envejecimiento. Sin embargo, la reducción 

de la movilidad de las CPE está probablemente relacionada con una menor producción 

de NO en células endoteliales envejecidas.  

Existe además un interés emergente en la proteína klotho, cuyo gen es considerado 

como un nuevo gen antienvejecimiento. Es una proteína transmembrana de 130kDa que 

se expresa predominantemente en el riñón (túbulo distal, proximal y colector), en la 

glándula paratiroidea, en plexo coroideo y también a nivel endotelial. En algunos estudios 

recientes, se ha visto que podría proteger el sistema cardiovascular aumentando la 

producción de NO e inhibiendo el estrés oxidativo.54,55   

1.3.2.5 Fármacos 

Los fármacos usados en terapias antineoplásicas también pueden causar disfunción 

endotelial. La quimioterapia puede inducir toxicidad vascular al inducir la desregulación 

del tono y constricción de los vasos sanguíneos, apoptosis de células endoteliales y 

producción de citocinas proinflamatorias que reducen la formación de NO. Estos 

acontecimientos pueden favorecer la aparición de hipertensión arterial, aumento de la 

permeabilidad vascular, trastornos autonómicos y trombosis de grandes y pequeños 

vasos. La radioterapia también causa deterioro de la vasodilatación dependiente del 

endotelio en las arterias expuestas a la radiación, al reducir el NO derivado del endotelio, 

con la consecuente disfunción endotelial y desregulación de la homeostasis vascular, 

destacando la agregación plaquetaria y aumento de la adhesión de leucocitos a la 

superficie endotelial.  
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1.3.3 Alteraciones moleculares implicadas en la disfunción endotelial  

1.3.3.1 Alteración de la función de la eNOS 

1.3.3.1.1 Disminución de BH4 

En algunas ocasiones, eNOS produce superóxido en lugar de NO, reacción que puede 

estar ocasionada por el déficit del cofactor BH4. Cuando la concentración de arginina 

(sustrato) o BH4 (cofactor) desciende, eNOS genera superóxido en lugar de la reacción 

habitual de producción de NO. El superóxido formado en las reacciones mediadas por 

eNOS con desacoplamiento enzimático, reacciona con el. Esto lleva a una reducción de 

la biodisponibilidad del NO y a procesos enzimáticos que deterioran directamente el 

endotelio vascular. Las células en el ser humano, generan BH4 por medio de la acción de 

la enzima guanosina trifosfato ciclohidrolasa I (GTPCHI).56 Algunos estudios de 

fisiología han demostrado una disminución marcada de las cantidades de GTPCH I, y de 

BH4, en algunas patologías. Estas circunstancias patológicas que se pueden englobar en 

el llamado síndrome metabólico, incluyen la resistencia a la insulina, cifras de colesterol 

en sangre elevadas, o pacientes fumadores con alto consumo de paquetes/año.57 

Asimismo, el aumento de las moléculas de LDL-ox típico de pacientes con 

hipercolesterolemia o resistencia a la insulina, así como el incremento de algunas 

citoquinas inflamatorias como el TNF-α, podrían ser la causa de la escasa cuantía de 

GTPCH I y BH4.58 El estrés oxidativo habitual en estos trastornos metabólicos, mediante 

los radicales libres como ONOO-, puede disminuir la concentración celular BH4 de forma 

directa, transformándola en el radical inactivo “B3”ꞏ. El estrés mental agudo, señalado en 

el apartado anterior, junto a otros factores de reciente descubrimiento, están también 

implicado en el desacoplamiento de eNOS. La disfunción endotelial por estrés mental 

está mediada por el aumento de glucocorticoides y ET-1, que dan como resultado la 

depleción de BH4, y la consecuente reducción de la expresión de ARNm y las proteínas 

que componen eNOS (Figura 1.11).  
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Figura 1.11. Acoplamiento y desacoplamiento de la enzima eNOS. El desacoplamiento de 
NOS conduce a la formación de radicales libres como el superóxido 

La aparición de enfermedad cardiovascular sólo en algunos individuos del total que 

presentan factores de riesgo cardiovascular, podría explicarse, entre otras cosas, por la 

mayor o menor depleción de cofactor BH4. 

1.3.3.1.2 Inhibición eNOS por dimetilarginina asimétrica 

La dimetilarginina asimétrica (ADMA) es un aminoácido que se halla en células y 

tejidos del organismo. Puede circular en el plasma y se excreta normalmente por la orina. 

La molécula ADMA se sintetiza en las células endoteliales, gracias a la arginina, 

mediante a enzima arginina metil transferasas (PRMTs), concretamente la PRMT-1. El 

papel del ADMA en la disfunción endotelial se debe a su capacidad de disminuir la 

síntesis de NO. La expresión y actividad de la enzima PRMT-1 en las células endoteliales 

puede cambiar en función de distintos estímulos.  

En primer lugar, las concentraciones de esta proteína aumentan en respuesta al 

denominado “estrés de flujo”. Es por esto que en los casos en los que la PRMT-1 presenta 

mayor actividad, la concentración de ADMA en células endoteliales será mayor. Si la 

cantidad de ADMA aumenta, la producción de NO disminuirá (Figura 1.12).59   
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Figura 1.12. Representación del aumento  de  la  formación  de  ADMA  y  disminución  de  la  
biodisponibilidad de NO por el estrés de flujo sobre la pared vascular 

En segundo lugar, la función de ADMA puede ser disminuida o aumentada, gracias a 

los denominados “inhibidores kβ (Iβ)”. Una función importante del NO en la célula 

endotelial es mantener estable la unión del NFKB con su inhibidor (IkB) en el citosol, en 

forma de homodímeros o de heterodímeros. Así, la disminución de la biodisponiblilidad 

de NO en endotelio separa IkB de FNKB, y este emigra al núcleo celular. El NFKB es 

crucial para regular transcripción de varios genes implicados en el desarrollo de la 

aterosclerosis. Cuando existe un estímulo para que el NFKB se separe de IkB, como el 

TNF, o la interleukina 1 (IL1), liberados en ciertas situaciones de inflamación sistémica 

nombradas con anterioridad, activan la IkB kinasa, que fosforila al IkB, separándolo del 

NFKB. Una vez liberado de su inhibidor, el NFKB se trasloca al núcleo, donde activa 

diversos genes, que expresan moléculas de adhesión endotelial, particularmente ICAM-1 

y E-selectina. NFKB también regula la liberación del factor estimulante de macrófagos, 

que favorece la diferenciación de los monocitos a macrófagos, y de otras proteínas que 

median en el proceso aterogénico. Por tanto, los estados inflamatorios pueden conducir a 

una alteración de la disponibilidad de NO y un aumento de la actividad NKBK con 

posterior estado pro-aterogenico.59  

En tercer lugar, se ha evidenciado que la coexistencia de varios factores de riesgo 

cardiovascular (hipercolesterolemia, estados inflamatorios, hiperhomocisteinemia, etc) 

también podría tener influencia en la actividad de la enzima que metaboliza a la ADMA, 
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la dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH), mediante una reacción que favorezca 

el estrés oxidativo.60 Las concentraciones de la ADMA intracelular aumentan de forma 

significativa en algunos de esos casos pre-patológicos, debido a un aumento de la 

actividad de la DDAH. El déficit de NO por el aumento de la DDAH y por tanto de la 

ADMA, podría conducir después, a una alteración de la función endotelial. Por todo esto, 

se puede establecer una relación clara entre la presencia de factores de riesgo para 

enfermedades cardiovasculares y el desarrollo de los mismos en los casos en los que haya 

elevación de la concentración de ADMA.61,62  

Por último, es interesante también el papel del ADMA a nivel clínico como factor 

pronóstico de algunas patologías pulmonares y cardiovasculares en recién nacidos 

pretérmino, asociadas a una disfunción del endotelio debida a la prematuridad63, o de 

pacientes con insuficiencia renal y factores de riesgo cardiovascular asociados.64  

1.3.3.1.3 Arginina  

La arginina es uno de los sustratos de la eNOS, y es necesaria para que puede llevar a 

cabo su actividad. La arginasa es una enzima encargada de la conversión de la arginina a 

ornitina, y de esta a la úrea. Si la actividad de la arginasa aumenta, la arginina disminuye, 

y la eNOS disminuye su actividad, produciendo menor NO. Esta enzima puede 

presentarse en dos isoformas: la arginasa I que se expresa constitutivamente en las células 

endoteliales, y la arginasa II, que puede ser inducida, también en células endoteliales, por 

el lipopolisacárido y el interferon-γ. El lipopolisacárido y el interferon-γ, pueden 

aumentar su concentración en el organismo durante algunos procesos infecciosos o 

inflamatorios, de forma aguda o crónica. La LDL-ox también es capaz de aumentar la 

concentración de arginina. Es decir, en algunas enfermedades, sistémicas o más concretas 

del sistema vascular, se podría observar un aumento importante en los niveles de la 

arginasa, lo que derivaría en una disminución significativa del sustrato de eNOS y por 

tanto de la concentración de NO. Estas enfermedades pueden ser de origen infeccioso, tal 

y como señalamos anteriormente, o crónico, como la artritis reumatoide o la diabetes 

mellitus tipo 2, en las que se genera inflamación de bajo grado de a largo plazo.   

1.3.3.1.4 Caveolas.y caveolinas  

Diferentes estudios realizados por distintos investigadores demostraron que la 

actividad enzimática de eNOS depende de su ubicación. Una localización clave son las 
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caveolas. Las caveolas son una estructura de la membrana plasmática que está presente 

en algunos tipos celulares, con mayor frecuencia en las células endoteliales y en los 

adipocitos. Están constituidas por invaginaciones especializadas de la membrana, y sus 

componentes principales son el colesterol, los glicoesfingolípidos, y algunas proteínas 

estructurales como la caveolina.65  

Algunos estímulos extracelulares ponen en marcha la transducción de algunos 

procesos celulares mediante esta estructura. Cuando eNOS se encuentra en el interior de 

las caveolas, su actividad enzimática queda disminuida, ya que la caveolina-1, una 

proteína que compone en las caveolas, inactiva a eNOS. La caveolina-1 es una proteína 

integral de la membrana plasmática celular, que se une a eNOS mediante un enlace que 

impide la interacción de la misma con la calmodulina, cuando los niveles intracelulares 

de calcio se encuentran bajos. A parte de lo niveles de calcio, los niveles de LDL-ox 

también podrían condicionar la actividad de eNOS. Cuando la LDL-ox  se encuentra 

elevada, ocasiona una disminución del contenido de colesterol en las caveolas, lo que 

conduce a la traslocación de la caveolina-1 junto a la enzima eNOS, y, por tanto, en la 

inhibición de su actividad.66,67 Asimismo, se ha demostrado que el suero 

hipercolesterolémico y la LDL no modificada son capaces de regular al alza la cantidad 

de caveolina-1, aumentando de esta manera la formación de complejos entre eNOS y esta 

proteína, y disminuyendo finalmente la producción de NO (Figura 1.13).68  

Figura 1.13. Dibujo ilustrativo de las caveolas presentes en la membrana plasmática de células 
endoteliales (izquierda y arriba-izquierda y reacción de eNOS inhibida por la unión a la 
Caveolina tras ciertos estímulos 
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1.3.3.2 Disminución de la biodisponibilidad de NO 

1.3.3.2.1 Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo juega un papel esencial en la disfunción del endotelio vascular y en 

el mecanismo fisiopatológico de ciertas patologías, ya que disminuye la disponibilidad 

de NO. El análisis del estrés oxidativo está cobrando importancia en los estudios de las 

vías que afectan a la homeostasis vascular. Por un lado, tal y como describimos 

previamente, los radicales libres oxidativos liberados en ciertas patologías, pueden 

aumentar la concentración de ADMA y el desacoplamiento de eNOS, y ambas cosas 

culminan en una reducción del NO disponible. Por otra parte, y como veremos a 

continuación, los radicales libres pueden actuar directamente sobre el NO, disminuyendo 

su disponibilidad, a pesar de encontrarse éste en su rango normal.  

Los niveles de NO pueden encontrarse dentro del rango normal y aún así, bajo ciertas 

circunstancias, la biodisponibilidad podría ser baja, impidiendo así su correcta función. 

Existen diversas situaciones en las que podría darse la baja biodisponibilidad de NO. El 

factor más conocido, es la formación de ONOO- en lugar de NO, cuando el estrés 

oxidativo en las células es elevado. Por ejemplo, en los casos de hiperlipidemia o 

hiperglucemia, el exceso de LDL en plasma culmina en una mayor producción de LDL-

ox, y un estado de estrés oxidativo que desencadena la formación de superoxidos, como 

el peroxinitrito, reduce de esta manera los efectos beneficiosos del NO. Tanto el NO como 

el superóxido son radicales libres. Cuando estos dos últimos se encuentran expuestos el 

uno al otro, experimentan una reacción a una velocidad muy elevada. La superóxido 

dismutasa (SOD) es una enzima capaz de eliminar superoxido, pero, en una célula en 

donde coexistan tanto NO, como superóxido y SOD, el superóxido es susceptible de 

reaccionar con cualquiera de los otros compuestos, dependiendo de las concentraciones a 

las que se encuentren. El superoxido podría, por tanto, reaccionar con el NO antes que 

con la SOD, con una velocidad de reacción mayor y disminuir su concentración 

intracelular. Es por esto que el superóxido es clave en la baja biodisponibilidad del NO 

en los estados de estrés oxidativo alto, que acontecen en algunos pacientes con factores 

de riesgo cardiovascular.  
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1.3.3.2.2 Estrés hiperglucémico  

La hiperglucemia por si misma puede aumentar la producción de radicales libres de 

oxígeno mediante el aumento del metabolismo del ácido araquidónico. En células aórticas 

endoteliales humanas, aunque la exposición a altas concentraciones de glucosa puede se 

eleva de la misma manera la producción de anión superóxido, lo que inactiva 

directamente la molécula de NO.  Además, el estrés hiperglucémico prolongado ocasiona 

la acumulación de productos de glucosilación avanzada, los cuales también son capaces 

de suprimir las funciones biológicas del NO. En experimentos in vitro, se demostró que 

alteración en la capacidad de relajación dependiente del endotelio en ratas diabéticas 

puede ser parcialmente restablecida por medio de la administración de aminoguanidina, 

un inhibidor de la formación de los productos avanzados de la glucosilación. Por tanto, 

es fácilmente demostrable la estrecha relación que existe entre la diabetes mellitus y la 

disfunción endotelial.  

1.3.4 Marcadores circulatorios de disfunción endotelial 

Los niveles de moléculas de origen endotelial circulantes en sangre circulante podrían 

ayudarnos a entender mejor las numerosas funciones del endotelio vascular. Estas 

moléculas incluyen productos directos de células endoteliales que se liberan cuando se 

activa el endotelio, como el NO, citocinas inflamatorias, moléculas de adhesión, o 

marcadores de daño y reparación endotelial. Muchos de estos marcadores circulantes son 

difíciles y muy costosos de medir, y actualmente solo se utilizan en el ámbito de la 

investigación clínica. Sin embargo, en el futuro estas medidas podrían proporcionar 

información importante sobre los mecanismos y la gravedad de la disfunción endotelial.47 

Por un lado, los niveles circulantes de nitritos y proteínas nitrosiladas reflejan una parte 

de la generación endotelial de NO, pero son difíciles de medir y es posible que no 

representen en todos los casos la producción endotelial de NO. Asimismo, la ADMA, 

antagonista competitivo derivado de forma endógena de la enzima NOS, presenta niveles 

elevados en suero medibles, en sujetos con alteración de la función endotelial.69,70,71 

También se ha asociado en algunos estudios reumatológicos, niveles elevados de ADMA 

con el pronóstico de enfermedades que cursan con cierto grado de inflamación 

sistémica.72,73,74 A los niveles elevados de ADMA, se asocia con una reducción de la 

biodisponibilidad de NO tanto en estudios animales como en estudios clínicos. Este 

aumento de ADMA está en parte causado por la actividad reducida de su enzima de 
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degradación DDAH, que es extremadamente sensible a la alteración celular. La alteración 

de células endoteliales puede darse en las condiciones de oxidación – reducción (redox) 

que normalmente acompañan a los factores de riesgo cardiovascular y la inflamación. 

Debido a que los niveles de ADMA se han relacionado con el nivel de enfermedad 

aterosclerótica preclínica y un pronostico clínico peor, podría ser una medida útil del 

estado de salud endotelial y un marcador de riesgo en la práctica clínica diaria.63,64  

Por otro lado, la activación de las células endoteliales conduce a una mayor expresión 

de citocinas inflamatorias y moléculas de adhesión que desencadenan la adhesión y la 

migración de los leucocitos al espacio subendotelial. Este proceso es fundamental para el 

inicio, la progresión y la desestabilización de la lesión aterosclerótica. Las moléculas bien 

caracterizadas que pueden medirse en la circulación con inmunoensayos comerciales 

incluyen E-selectina, ICAM 1, y P-selectina. La E-selectina es probablemente la proteína 

más específica de activación de las células endoteliales. Los niveles aumentan en 

asociación con factores de riesgo cardiovascular y se han asociado con valores y medidas 

estructurales y funcionales de enfermedad aterosclerótica, así como con un mal 

pronóstico cardiovascular.75 En el caso de la retinopatía diabética, complicación 

microvascular más frecuente de la diabetes, los niveles altos de E-selectina fueron factor 

predictor de desarrollo de la retinopatía, según Kaszca et al.76 De manera similar, las 

alteraciones procoagulantes de la activación endotelial se pueden medir como un cambio 

en el equilibrio del activador del plasminógeno tisular y su inhibidor endógeno, el 

inhibidor de la activación del plasminógeno. Además, el factor von Willebrand, una 

glicoproteína derivada principalmente del endotelio, se libera a la circulación desde 

células endoteliales activadas. Este factor tiene como función la activación celular, de la 

coagulación y de las plaquetas, y se puede medir con relativa facilidad.77  

En tercer lugar, resaltaremos el papel de las células progenitoras y circulantes 

endoteliales. El mayor conocimiento de la función endotelial y su relación con el grado 

de lesión y reparación celular, ha llevado al desarrollo de estudios que cuantifican las 

CPE, el desprendimiento de células endoteliales maduras y de ciertas micropartículas 

sanguíneas. Las micropartículas derivan de diferentes tipos de células, incluyendo 

plaquetas, glóbulos rojos, granulocitos, monocitos, linfocitos y células endoteliales. Las 

micropartículas endoteliales son vesículas formadas por la membrana celular tras de la 

activación endotelial.78 Por un lado, las células endoteliales circulantes maduras se 

pueden distinguir de las CPE circulantes, dependiendo de su tamaño y de la expresión de 
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marcadores de superficie. Las CPE son una población heterogénea que puede tener 

distintos grados de maduración, y juegan un papel fundamental en la formación y 

regeneración del endotelio vascular. Si hay isquemia en alguna localización, se induce la 

transcripción de citoquinas pro-angiogénicas como el factor derivado del estroma 1 y el 

VEGF. Estas citoquinas, gracias a sus respectivos receptores CXCR4 y VEGFR-2 de las 

células endoteliales, participan en la movilización de las CPE desde la médula ósea hasta 

el tejido isquémico. El grado de enfermedad cardiovascular y la inflamación vascular 

podría tener una relación directa la movilidad de las CPE en circulación periférica. Es 

necesaria una mejor caracterización de estas células y sus marcadores. Por otro lado, la 

sobreproducción de micropartículas endoteliales se ha relacionado con diversos factores 

fisiológicos y condiciones fisiopatológicas como la adhesión celular de plaquetas a 

endotelio, apoptosis, respuesta inmune exagerada, mala función vascular, remodelación 

vascular y angiogénesis, así como en infecciones y neoplasias. La detección de estas 

micropartículas endoteliales podría utilizarse como herramienta de diagnóstico y como 

factor pronóstico en la diabetes u otras condiciones que cursen con disfunción endotelial. 

Algunos estudios han demostrado incremento significativo de microparticulas celulares 

en pacientes diabéticos en comparación con sujetos sanos.79 Asimismo, en el futuro, 

podrían suponer una diana terapéutica novedosa en el tratamiento de algunas 

enfermedades vasculares.80,81 

1.4 Diabetes Mellitus y mecanismos de disfunción endotelial 

1.4.1 Diabetes Mellitus: importancia e impacto en la salud vascular 

La diabetes es un problema de salud mundial, caracterizado por una secreción 

deficiente de insulina y resistencia a la insulina. La insulina es una hormona que regula 

los niveles de glucosa en sangre y juega un papel vital en el mantenimiento de la 

homeostasis vascular. La resistencia a la insulina se define como una sensibilidad alterada 

a la capacidad de respuesta tras la estimulación de la insulina en los tejidos diana, 

incluidos el músculo, el tejido adiposo y el hígado.82,83 La característica que define a la 

diabetes es la presencia de hiperglucemia. Las formas más comunes de diabetes son la 

diabetes tipo 1, en la que se produce una deficiencia absoluta de insulina como 

consecuencia de la destrucción de las células beta pancreáticas; y la diabetes tipo 2, en la 

que la resistencia a la insulina puede provocar hiperglucemia.84 La obesidad es un factor 

de riesgo importante para la diabetes tipo 2 y está aumentando considerablemente en los 
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últimos años. Según la Federación Internacional de Diabetes, se estima que el número de 

personas con diabetes aumentará de 425 millones en la actualidad a más de 600 millones 

en 2045. La diabetes conlleva un riesgo significativo de patologías microvasculares, 

como retinopatía85,86,87, neuropatía88, pie diabético89,90, nefropatía91, y de patologías 

macrovasculares (Figura 1.14).92 Además, cabe destacar que el riesgo relativo de 

enfermedad cardiovascular aumenta de dos a cuatro veces en pacientes con diabetes en 

comparación con los pacientes sin diabetes.48,93 

Figura 1.14. Fotografía en color de fondo de ojo mostrando retinopatía diabética proliferativa. 
Se observa neovascularización en disco óptico (asterisco) y hemorragias intrarretinianas 
dispersas (flechas). Esta imagen se publicó originariamente en Retina Image Bank. Michael P. Kelly. “Proliferative Diabetic 
Retinopathy”. Retina Image Bank. 2012. 773. © the American Society of Retina Specialists.

La diabetes tipo 2 tiene una asociación estrecha con el síndrome metabólico. El 

síndrome metabólico es un grupo de trastornos que se presentan al mismo tiempo y 

aumentan el riesgo de enfermedad cardiovascular y diabetes tipo 2.94,95  Las enfermedades 

cardiovasculares representan una de las causas más frecuentes de morbilidad y mortalidad 

a nivel mundial.96 Es por esto que es interesante conocer la fisiopatogenia y realizar un 

abordaje clínico y farmacológico adecuado en esos pacientes.97 Los trastornos del  

síndrome metabólico incluyen el aumento de la presión arterial, niveles elevados de 

*
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glucosa en sangre, obesidad, y valores anormalmente altos de colesterol o 

triglicéridos.94,98 La resistencia a la insulina puede ser responsable de los trastornos 

metabólicos y cardiovasculares, conocidos en su conjunto como síndrome metabólico. La 

alteración de la señalización de la insulina conduce a intolerancia a la glucosa, diabetes, 

dislipemia y cardiopatía isquémica.99 Además, la alteración del tejido adiposo, causada 

principalmente por la obesidad, facilita la liberación de moléculas bioactivas, incluyendo 

el TNF-alfa y la IL1 beta, y disminuye la adiponectina, contribuyendo así a la instauración 

de las enfermedades englobadas en el síndrome metabólico.94 Uno de los puntos comunes 

de estas afecciones, son el estrés oxidativo y la disfunción endotelial. Existe un 

solapamiento de las diferentes causas de disfunción endotelial en estas enfermedades 

(Figura 1.15). Por ejemplo, los ácidos grasos libres o la LDL-ox, tal y como describimos 

anteriormente, deterioran la función del endotelio, y se pueden encontrar en situaciones 

de hipercolesterolemia o de resistencia a la insulina. La disfunción endotelial producida 

por la LDL-ox, contribuiría a su vez al desarrollo de trastornos cardiovasculares 

adicionales en esos individuos. De hecho, algunos autores consideran que el estrés 

oxidativo y la consecuente disfunción del endotelio juega un papel crucial en la 

fisiopatología del síndrome metabólico y todas las enfermedades que engloba.100  

Figura 1.15. Representación esquemática de la relación existente entre el estrés oxidativo, 
la disfunción endotelial y ciertas patologías asociadas a síndrome metabólico 
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En la actualidad, existen múltiples y diversos estudios que van desde modelos 

celulares, moleculares y animales, hasta intervención en humanos. Ofrecen nuevos 

conocimientos sobre las causas y consecuencias de la diabetes y exploran objetivos 

terapéuticos y nuevos tratamientos que puedan mejorar el manejo y pronóstico de la 

diabetes mellitus y el síndrome metabólico.97  

1.4.2 Resistencia a la insulina en el endotelio 

En la diabetes, las acciones de la insulina sobre el endotelio y otras células vasculares 

tienen gran importancia en la homeostasis celular y el desarrollo de ciertas 

patologías.48,101,102 La insulina se une al receptor de la superficie celular conocido como 

receptor de insulina (IR), que pertenece a la familia de receptores de membrana con 

actividad tirosina quinasa.103 Los receptores de insulina en el endotelio son importantes 

para regular el transporte de insulina a través la barrera endotelial y median las acciones 

de la insulina en músculo, corazón, grasa y cerebro. En los seres humanos, se ha 

demostrado que tres isoformas de IR (IRS 1, 2 y 4) desempeñan funciones importantes 

que varían según el tipo de célula y las condiciones metabólicas. Por ejemplo, el IRS-1 

regula la acción de la insulina en el músculo esquelético. El IRS-2 funciona como 

regulador de la acción de la insulina en las células del hígado y del páncreas. 

Curiosamente, los ratones con deficiencia de IRS-2 son más susceptibles a la diabetes que 

los ratones knockout para IRS-1 debido a mayor deterioro en la secreción de insulina, lo 

que indica que IRS-2 contribuye a la base molecular de la diabetes. Tanto el IR-1 como 

el IRS-2 se expresan en el endotelio. Las células vasculares de la insulina están mediadas 

por dos vías que involucran las acciones de la vía metabólica IRS / fosfatidilinositol 

(3,4,5) -trisfosfato kinasa (PI3K) / proteína serina-treoinina kinasa (Akt) / proteína 

recombinante de Shc 1 (Shc) / proteína quinasa activada por mitógenos (MAPK). La 

activación por la insulina de la vía metabólica IRS / PI3K / Akt tiene acción 

antiaterogénica, ya que esta vía induce la activación de eNOS, y la reducción de ICAM-

1, entre otras cosas. Por el contrario, la activación por la insulina de la vía receptor de 

factor de crecimiento unido a proteína (Grb) / Shc / MAPK aumenta la expresión de 

factores como ET-1, así como la migración y proliferación de células contráctiles, que 

tienen acciones proaterogénicas. La hiperglucemia, los ácidos grasos libres y las citocinas 

inflamatorias derivadas de la diabetes así como la resistencia a la insulina inhiben 

selectivamente las acciones antiaterogénicas mediadas por vía IRS / PI3K / Akt.102 
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Analizaremos en primer lugar la transducción de la vía IRS / PI3K / Akt. En 

condiciones fisiológicas, gracias a la acción de la insulina en los receptores RI, la enzima 

tirosina RIS fosforilada aumenta la producción de fosfatidilinositol (3,4,5) -trisfosfato 

(PIP3). PIP3 inicia una cascada de serina quinasas, que activa a la quinasa 1 dependiente 

de fosfoinosítido (PDK-1) y la Akt en la membrana celular. La vía IRS / PI-3K / Akt 

activada induce la fosforilación de eNOS, la transformación de L arginina en L-citrulina 

y la producción de NO. Es por eso que la activación de Akt ayuda a regular la producción 

de NO, la adherencia de leucocitos, la angiogénesis y el metabolismo de la glucosa en el 

interior de la célula.104 Además, alarga la supervivencia celular. La función de Akt 

también puede inducirse por la generación de factor inducible por hipoxia (HIF), tanto en 

endotelio como en otros tejidos.105 En situaciones de isquemia, activación de HIF conduce 

a la expresión y posterior producción de factores angiogénicos, como el VEGF. En 

condiciones fisiopatológicas como la obesidad y la resistencia a la insulina, una parte del 

receptor RI se degrada y la vía IRS / PI3K / Akt no funciona de forma adecuada. La 

obesidad y la diabetes tipo 2 están asociadas a niveles elevados de leptina, que facilitan 

la fosforilación de la serina del IRS-1, perturbando así la señalización a través de la PI-

3K / Akt. En cuanto a la vía de señalización o Grb / Shc / MAPK. La proteína Shc, 

provoca la activación de la proteína de unión a GTP “Ras” e inicia una cascada de 

fosforilación que involucra a la proteína MAPK, que aumenta fundamentalmente la 

secreción de ET-1, ICAM-1 y E-selectina. La resistencia a la insulina en endotelio se 

caracteriza pues, por la mala regulación de las acciones metabólicas en estas vías de 

señalización endoteliales. Un trastorno de la vía PI3-K / Akt da como resultado una falta 

de sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos. Por el contrario, a vía MAPK está 

fuertemente activada por hiperinsulinemia compensadora cuando el eje PI3-K / Akt está 

regulado “a la baja”. El desequilibrio entre estas dos señales conduce a una disfunción 

endotelial, caracterizada por una disminución de la producción de NO y una mayor 

generación de ET-1 en las células endoteliales.106 El bloqueo farmacológico de los 

receptores ET-1 mejora la función endotelial en sujetos obesos o diabéticos, pero no en 

individuos sensibles a la insulina.107  
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Figura 1.16. Representación de la vía IRS / PI-3K / Akt que facilita la vasodilatación y disminuye en 
presencia de hiperglucemia, y la vía Grb / Shc / MAPK que conduce a vasoconstricción tras su 
activación. 

Desde otro punto de vista, la disfunción endotelial también podría desempeñar un 

papel causal en el desarrollo de resistencia a la insulina. La insulina actúa sobre la 

vasculatura periférica de tres formas, para mejorar su propio suministro a los tejidos: 

relajación de los vasos “de resistencia” para aumentar el flujo sanguíneo total, relajación 

de las arteriolas precapilares para aumentar la superficie de intercambio microvascular 

perfundida o reclutamiento microvascular y aumento del transporte transendotelial de la 

propia insulina. Si existe un a alteración de la función vascular, como desequilibrio el 

desequilibrio producción de NO y la secreción de ET-1, observaremos una disminución 

del flujo sanguíneo, lo que empeorará a su vez la resistencia a la insulina. Es decir, la 

resistencia a la insulina provoca disfunción endotelial, pero esa misma disfunción de la 

vasculatura podría provocar o agravar la resistencia a la insulina.  La disfunción endotelial 

podría incluso preceder al desarrollo tanto del síndrome de resistencia a la insulina como 

de la aterosclerosis.  
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1.4.3 Estrés oxidativo y otras alteraciones de la función endotelial específicas de la 

Diabetes Mellitus 

En el apartado 1.3, se describieron diversas alteraciones moleculares, generalmente 

en asociación con factores de riesgo cardiovascular, que podían ser clave en la patogenia 

de la disfunción endotelial. En este apartado veremos alteraciones concretas que se han 

asociado a la hiperglucemia y a la diabetes mellitus. 

1.4.3.1 Disminución de la actividad AMPK 

La función principal de la proteína quinasa activada con adenina monofosfato (AMPK) 

es mantener la homeostasis intracelular en varios órganos.108,109 En primer lugar, la 

fosforilación de AMPK (phos-AMPK) facilita la unión de la proteína de shock térmico 

de 90 kDa (Hsp90) a eNOS. La Hsp90 es una proteína chaperona que estabiliza a otras 

proteínas en ciertas situaciones.110 Cuando se forma el complejo hsp90-AMPK-eNOS, 

aumenta presuntamente la actividad de eNOS y la producción de NO. Es por ello que la 

activación de AMPK se considera un atenuante de la disfunción del endotelio gracias a 

la regulación al alza de la actividad eNOs. Por otro lado, es conocido el papel perjudicial 

del peroxinitrito, tal y como señalamos en apartados previos, formándose en algunas 

situaciones de activación de la NAPH oxidasa. Cuando esto sucede, AMPK aumenta la 

expresión de peroxisoma proliferador coactivador de respuesta gamma-1α, factor 

respiratorio nuclear-1 y factor de transcripción de ácido desoxirribonucleico (ADN) 

mitocondrial A, todos ellos siendo beneficiosos para mantener del equilibro de las 

reacciones de oxidación – reducción en células endoteliales, y evitando así la formación 

de radicales libres.111,112 Por último, la AMPK es capaz de reducir la producción 

endotelial de moléculas que favorecen la vasoconstricción, como la ET-1 o la 

angiontensina.107  

En los casos de pacientes diabéticos, la hiperglucemia la relación adenosina 

monofosfato (AMP) / adenosina trifosfato (ATP) se invierte. La hiperglucemia aumenta 

los niveles de ATP celular en el endotelio, que compite con AMP por el lugar de unión 

de AMP en las subunidades de AMPK, lo que resulta en la inhibición de la actividad de 

AMPK. El tratamiento con algunos activadores de AMPK como la metformina, podría 

mejora la función endotelial deteriorada.113 Algunos autores resaltan el aumento de los 

niveles de GMPc y NO objetivado en ratones con glucemia elevada y tratados con 

metformina. De una forma similar, el fenofibrato y el resveratrol, compuesto que se 
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produce de forma natural en algunas plantas y aislado del vino tinto, aumentan la AMPK 

y con ello los efectos beneficiosos sobre la función del endotelio vascular.114 

1.4.3.2 Estrés mitocondrial 

Las mitocondrias son orgánulos del citoplasma celular de doble membrana que 

generan ATP y O2. Son capaces de realizar cambios estructurales, y este proceso se 

regular gracias los procesos de fusión y fisión mitocondrial.115 En la fusión de 

mitocondrias, se produce la fusión de la membrana externa mediada por mitofusina 1 y 2 

(MFN1 y MFN2) y la fusión de la membrana interna por la proteina atrofia óptica 1.116 

Por el contrario, la fisión de las mitocondrias está regulada principalmente por la proteína 

1 relacionada con la dinamina (Drp1) y la fisión 1 (Fis1). La Drp1, una proteína 

citoplásmica, se modifica tanto por fosforilación como por SUMOlación. La 

SUMOilación es una modificación postraduccional involucrada en varios procesos 

celulares, como el transporte del citosol al nucleo, la regulación transcripcional, la 

apoptosis, la estabilidad de las proteínas, o la respuesta al estrés oxidativo.117 Tras la 

SUMOlación DRp1 se ancla en Fis1 y el Drp1 acumulado en las mitocondrias produce 

una fuerza contráctil para dividir las mitocondrias tubulares en fragmentos. La 

fragmentación mitocondrial incrementa la producción de ROS mitocondriales, la 

liberación de citocromo C, y el movimiento de mitocondrias.107  

En estados de hiperglucemia, las mitocondrias aumentan su fragmentación mediante 

varios mecanismos que incluyen el aumento de la expresión de Drp1, la translocación de 

una proteína kinasa desde el citosol celular a las mitocondrias para activar DRp1, aumento 

de proteína disulfuro-isomerasa 1 que también activa Drp1, y una mayor acción de Fis1.  

Asimismo, cuando la glucemia aumenta en sangre, la translocasa de membrana externa 

mitocondrial sufre una translocación que impide la correcta función de MFN en células 

endoteliales y, por tanto, el proceso de fusión mitocondrial queda inhabilitado. En 

definitiva, la hiperglucemia modifica los cambios en la fisión y fusión mitocondrial 

contribuyendo al estrés oxidativo en las células endoteliales.107,118 
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1.4.3.3 Estrés del retículo endoplásmico 

El retículo endoplásmico (RE) tiene como función la transducción de proteínas para 

mantener la función celular adecuada. También se encarga del mantenimiento del calcio 

intracelular o de metabolizar y eliminar determinadas moléculas que pueden ser dañinas 

para la homeostasis de la célula.119,120,121 El acoplamiento incorrecto de proteínas o la 

acumulación de Ca2+ pueden desencadenar lo que se denomina el estrés del RE.122 El 

estrés del RE induce una respuesta a proteína desplegadas (RPD) que finalmente causa la 

muerte celular.123 En las células endoteliales, la hiperglucemia, la homocisteína y las 

LDL-ox inducen estrés del RE evidenciado por la activación de tres proteínas 

constituyentes del mismo: el factor de transcripción activador 6, el inositol que requiere 

proteína 1 y la RE quinasa. El estrés prolongado del RE y la RPD compensadora 

desencadenan disfunción del endotelio y aterosclerosis. El estrés del RE daña las células 

endoteliales y también disminuye la actividad de eNOS y la producción de NO: minimiza 

la actividad de la esfingomielinasa 2 y reduce la sensibilidad a insulina del endotelio 

mediada por Akt124, entre otras cosas.107 Asimismo, las LDL-ox, más elevadas en 

pacientes diabéticos, podrían provocar estrés del RE. Por ultimo, el estrés del RE también 

se ha vinculado a una mayor tasa angiogénesis en diabéticos.107 

1.4.3.4 Regulación enzimática del estrés oxidativo en diabetes mellitus  

Los sistemas oxidante y antioxidante controlan el equilibrio de reducción-oxidación 

intracelular. La mejora del sistema oxidante y la reducción del sistema antioxidante 

provoca un desequilibrio entre el estrés oxidativo. Algunas enzimas son capaces de 

regular este equilibrio y pueden afectarse en la diabetes mellitus, contribuyendo así a la 

aparición de disfunción endotelial y comorbilidad cardiovascular en estos pacientes. A 

continuación, comentaremos algunas de las enzimas con mayor peso en la regulación del 

estrés oxidativo en presencia de hiperglucemia.  

1.4.3.4.1 NO-sintasa endotelial y prostaglandina sintasa 

El estrés oxidativo y el exceso de ROS causa disfunción endotelial y aterosclerosis en 

la diabetes. Además, la hiperglucemia puede inducir también a su vez la formación de 

ROS. Tal y como comentamos en previos apartados, el exceso de producción de ROS 

contribuye a una reducción de la biodisponibilidad de NO y al aumento de la generación 

de ONOO−.  Además de la molécula de NO, otras enzimas y otros vasodilatadores 
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dependientes del endotelio son bloqueados irreversiblemente por ONOO− en contexto de 

hiperglucemia. Un ejemplo sería la vía medida por la prostaglandina sintasa (PGIS). La 

PGIS cataliza la conversión de prostaglandina H2 (PGH2) en prostaciclina (PGI2), que 

es un vasodilatador eficaz.125 El desacoplamiento de eNOS puede disminuir la producción 

de PGI2 mediante la nitración de PGIS. Asimismo, la inactivación de PGIS conduce a la 

acumulación de PGH2. PGH2 es un sustrato para el receptor tromboxano-prostanoide, 

que provoca constricción de vasos medianos y grandes. Por tanto, la hiperglucemia 

impide la relajación dependiente de PGI2 e induce vasoespasmo mediado por PGH2.126  

1.4.3.4.2 Superóxido dismutasa  

La SOD es una enzima antioxidante de defensa crucial contra los radicales libres de 

oxígeno en las células. La SOD incluye tres isoformas: la SOD citosólica que contiene 

cobre y zinc (CuZnSOD o SOD1), la SOD que contiene manganeso mitocondrial 

(MnSOD o SO2), y la SOD extracelular (EC-SOD o SOD3). La SOD3 aumenta la 

vasodilatación inducida por acetilcoilina (Ach), la expresión de adiponectina y la vía de 

Akt-eNOS que facilita la vasodilatación. Se ha visto que la actividad de MnSOD y SOD3 

pueden disminuir por nitrotirosinación debida a radicales libres. Además, la actividad de 

la SOD puede disminuir en las células endoteliales en hiperglucemia, lo que sugiere una 

disminución del aclaramiento de las especies reactivas en las células endoteliales en 

pacientes diabéticos.127,128 

1.4.3.4.3 Tiorredoxina reductasa 

La tiorredoxina (TRX) es un modulador del estrés redox intracelular, ya que posee 

actividad antioxidante.129 La proteína que interactúa con tiorredoxina (TXNIP) sirve 

como “regulador negativo” de TRX y contribuye al estrés oxidativo en la diabetes, 

además de promover la inflamación mediante la activación del inflamosoma 

NLRP3.130,131 La expresión del gen de TXNIP se encuentra elevada en células 

mononucleares óseas de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y pueden tener un impacto 

negativo en la señalización de NO en estos pacientes. Teniendo en cuenta el papel 

destacado de la NO en la disfunción endotelial, y el defecto de la señalización de NO por 

distintas causas en diabetes, la expresión de TXNIP podría tener un papel importante en 

la aparición de complicaciones cardiovasculares en diabetes mellitus. 132,133  
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1.4.4 Terapias anti-disfunción endotelial  

1.4.4.1 Tratamientos antioxidante 

Las especies reactivas de oxígeno juegan un papel importante en la regulación de la 

función vascular. Se han realizado varios estudios que utilizan vitamina C como terapia 

antioxidante para intentar restaurar la función endotelial y reducir así reducir la 

comoborbilidad por enfermedad cardiovascular.134,135,136 Se obtuvieron resultados 

prometedores en estudios en los que se administró vitamina C durante un periodo de 

tiempo concreto a pacientes que padecían factores de riesgo de enfermedad 

cardiovascular como el síndrome metabólico, el tabaquismo o la hipertensión. Otros 

estudios analizaron la correlación entre la deficiencia de vitamina C y el pronóstico de la 

enfermedad cardiovascular. Los ensayos clínicos a largo plazo realizados para dilucidar 

el impacto clínico real de los antioxidantes en la progresión de la aterosclerosis mostraron, 

lamentablemente, resultados negativos, ya que apenas detectaron efectos beneficiosos 

sobre el pronóstico vital. De hecho, en un estudio sobre mujeres posmenopáusicas con 

diabetes tipo 2, la administración de vitamina C suplementaria mostró correlación 

positiva con la mortalidad.137 Las razones del resultado de estos ensayos clínicos que 

utilizaron terapia antioxidante oral son diversas. Incluyen, entre otras, la absorción 

limitada de los antioxidantes orales clásicos en tejidos sometidos a estrés oxidativo, el 

acceso a los sitios intracelulares de producción de superóxido y otros productos derivados 

del estrés oxidativo.138 

1.4.4.2 Terapia antiinflamatoria 

La inflamación es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de enfermedad 

cardiovascular.139,140,141  El estudio PROVE IT-TIMI 22 demostró que los niveles altos de 

proteína C reactiva en pacientes con síndrome coronario agudo eran predictivos de muerte 

por infarto de miocardio.142 Existen numerosos estudios en humanos y animales que 

demuestran una correlación entre los procesos inflamatorios y la disfunción endotelial, 

tal y como hemos comentado en apartados previos. Además, ahora se acepta en general 

que, además de la aterosclerosis, la hipertensión arterial también es una enfermedad 

inflamatoria de bajo grado.143,144,145 Actualmente se están llevando a cabo numerosos 

ensayos clínicos para investigar si el tratamiento antiinflamatorio mejora los resultados 

cardiovasculares, como por ejemplo el que analiza la eficacia del bloqueo IL-1β con 

canakinumab en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.146,147,148  Otra nueva 
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terapia antiinflamatoria podría basarse en la restauración de un glucocálix alterado149, que 

se asocia con una mayor susceptibilidad a los factores capaces de desencadenar de la 

aterosclerosis y la adhesión de leucocitos y plaquetas.138 

1.4.4.3 Suplementación con BH4 

La BH4, cofactor importante para la enzima eNOS, mejora la producción de NO en 

estudios animales. La suplementación con BH4 ha demostrado mejorar la relajación 

dependiente del endotelio en modelo de diabetes tipo 2 y nos sugieren la hipótesis de que 

la tetrahidrobiopterina, o un precursor del mismo, podría ser un nuevo enfoque 

terapéutico eficaz para la mejora de la función del endotelio en condiciones 

fisiopatológicas.150,151 

1.4.4.4 Terapia reparadora con agentes farmacológicos  

Algunos tratamientos farmacológicos con distintos mecanismos de acción, han 

demostrado ser capaces de mejorar la disfunción endotelial.  

1.4.4.4.1 Insulina 

El tratamiento con insulinoterapia ha demostrado ser beneficioso para el 

mantenimiento de la homeostasis del endotelio vascular. La insulina relaja los vasos 

sanguíneos y aumenta el flujo sanguíneo al músculo esquelético y tejidos grasos. Tal y 

como comentamos anteriormente, mediante la vía IRS / PI3K / Akt la molécula de 

insulina estimula la producción de NO vía eNOS y facilita la vasodilatación de los 

capilares. Además, la insulina reduce directamente las concentraciones plasmáticas de 

moléculas de adhesión de las células endoteliales y puede disminuir así la cascada de 

inflamación vascular.152,153 

1.4.4.4.2 Tratamiento antihipertensivo e hipolipemiante  

1.4.4.4.2.1 Inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina 

La producción de angiotensina II posee propiedades prooxidativas, proinflamatorias y 

vasoconstrictoras, está asociada con muchas enfermedades cardiovasculares.154,155 Los 

inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA) ramipril y perindopril 

disminuyen la formación de angiotensina II, y en ensayos clínicos extensos como el 

European Trial on Reduction of Cardiac Events with Perindopril156, han demostrado 
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reducir la incidencia de infarto de miocardio, paro cardíaco, insuficiencia cardíaca, 

accidente cerebrovascular y complicaciones relacionadas con la diabetes en adultos de 

alto riesgo, con enfermedad vascular basal o diabetes. Si bien los mecanismos 

responsables de la mejora de los resultados cardiovasculares después del tratamiento con 

ramipril o perindopril sigue sin estar clara, se piensa que la capacidad de estos inhibidores 

de la ECA para mejorar la resistencia al NO puede contribuir al beneficio del tratamiento. 

Se ha demostrado que el ramipril y el perindopril mejoran la resistencia al NO en 

pacientes diabéticos, sobre todo a nivel plaquetario. Además, ramipril disminuyó la 

presión sistólica y presión diastólica, los niveles plasmáticos de ADMA, y los marcadores 

de rigidez arterial y disfunción endotelial.157,158  

1.4.4.4.2.2 Estatinas y fenofibrato 

Las estatinas han demostrado tener la capacidad de mejorar la disfunción endotelial. 

También se les atribuye propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras, acción 

antitrombótica y antiproliferativa, y reducen la apoptosis. La razón de estas acciones 

benefeciosas son diversas. Las más destacables son la disminución de la LDL-ox, lo que 

hará que no se inhiba la eNOS y la producción de NO y la reducción del NK-kB.159,160 

El fenofibrato es un agonista de los receptores activados por proliferadores 

peroxisomales (PPARα), que regulan la transcripción del metabolismo de lípidos por 

distintas vías. Además de reducir los niveles de LDL, también ha demostrado mejorar la 

disfunción endotelial y tener acción anti-inflamatoria. 161 También se ha visto útil en la 

reducción de las complicaciones vasculares en pacientes diabéticos. El fenofibrato activa 

la eNOS, produciendo más NO, gracias a la activación de la AMPK, que está reducida en 

la diabetes mellitus., tal y como demuestran experimentos en modelo animal de 

diabetes.162,163  En pacientes diabéticos, el mecanismo por el cual mejoran la función 

endotelial sigue sin estar claro, pero sí se ha visto un efecto beneficioso en endotelio 

vascular, independientemente de los niveles de lípidos.164,165   
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1.4.4.4.3 Inhibidores de la fosfodiesterasa 5 

Los inhibidores de la fosfodiesterasa 5 (PDE5) (sildenafilo, tadalafilo, vardenafilo), 

actúan regulando la concentración de GMPc, aumentándola, mediante inhibición de la 

enzima PDE5. De esta manera, el aumento de GMPc provoca una relajación del musculo 

liso vascular.166 En primera instancia, los inhibidores de PDE5 fueron utilizados para el 

tratamiento de la hipertensión arterial y la angina de pecho. Por sus efectos secundarios, 

y por su capacidad para relajar el músculo liso cavernoso y las arteriolas peneanas, fueron 

indicados para el tratamiento de la disfunción eréctil.167,168 Más tarde, la FDA aprobó su 

uso para el tratamiento de la hipertensión pulmonar junto a los antagonistas de la ET y 

los agonistas de prostaciclina.169,170  

Recientemente, los inhibidores de PDE5 se han propuesto como nuevas opciones 

terapéuticas en diversas patologías, como la isquemia miocárdica171 o como tratamiento 

suplementario anti-neoplásico en algunos tipos de cáncer172. También han demostrado 

eficacia en la demencia vascular173, y en la fibrosis quística por aumento de la acción del 

canal de cloro174. En cuanto a la disfunción endotelial en diabetes mellitus, algunos 

estudios recientes han investigado el papel de los inhibidores de PDE5 en la protección 

del endotelio vascular, dañado por hiperglucemia, basándose en la relación entre la 

neuropatía y la vasculopatía diabética y la síntesis insuficiente de NO en estos pacientes. 

Algunos resultados mostraron que la administración diaria crónica de sildenafilo y 

tadalafilo, podría mejorar la disfunción endotelial en casos de pacientes afectos de 

diabetes mellitus. Además de los efectos sobre el endotelio, la inhibición de la PDE5 con 

tadalafilo ha demostrado ser capaz de reducir los niveles de glucosa y triglicéridos sin 

que afecte al peso corporal, en un modelo animal. Sildenafilo, por su parte, mejoró la 

sensibilidad a la insulina y el pronóstico de la miocardiopatía en ensayos clínicos con 

pacientes humanos afectos de diabetes. Además, tal y como señalamos anteriormente, la 

hiperglucemia se asocia a condición inflamatoria con la presencia de citosinas como 

TNFalfa, capaces de reducir la disponibilidad de NO. Este estado de mayor inflamación 

también se ha visto disminuido por vardenafilo en estudios con ratas diabéticas. Hacen 

falta mas estudios en para perfilar mejor la eficacia y la utilidad de administrar IPD5 en 

casos de disfunción endotelial asociada a diabetes, a largo plazo.175,176 
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1.4.4.4.4 Dadores de NO 

Tal y como hemos comentado en apartados previos, el estrés oxidativo presente en la 

diabetes mellitus y en otras enfermedades, puede conducir a una resistencia a la acción 

del NO, aunque este se encuentre en concentraciones celulares adecuadas. Además, la 

concentración de NO también se ve disminuida en muchos de estos trastornos 

metabólicos por alteración de la transducción enzimática que produce NO, debido a 

hiperglucemia, LDL-ox, y citosinas inflamatorias, entre otros. Por este motivo, el 

potencial beneficio de los fármacos incluidos en el grupo de “dadores de NO” está 

cobrando creciente importancia en los últimos años. Dedicaremos un apartado completo 

a estps fármacos (apartado 1.4.4.5) 

1.4.4.5 Compuestos derivados de 2-fenil-3,4-dihidropyrrolo[2,1-f] [1,2,4]triazinona 

como inhibidores de fosfodiesterasa  

La patente registrada por Laboratorios TOPADUR, se centró fármacos para ser 

utilizados en terapéutica, en particular compuestos que son útiles como inhibidores de 

fosfodiesterasas, que degradan el GMPc, en particular, inhibidores de PDE5. Los 

compuestos registrados pueden tener indicaciones en diversas áreas terapéuticas, que 

incluyen disfunción eréctil masculina, enfermedad de Alzheimer, hipertensión arterial 

pulmonar, disfunción endotelial, hiperplasia prostática benigna y síntomas del tracto 

urinario inferior, priapismo, fibrosis quística, enfermedad vascular periférica, trastornos 

vasculares como la enfermedad de Raynaud, esclerosis sistémica, esclerodermia, diabetes 

y, en particular, para la cicatrización de heridas, sobre todo en casos de cicatrización de 

heridas crónicas, como las que se dan frecuentemente en diabéticos (pie diabético, úlcera 

del pie diabético, úlcera de pierna y neuropatía diabética). 

Los compuestos utilizados en el presente trabajo de laboratorios TOPADUR son el 

TOP N53 (registrado como “1v”) y el TOP 52 (registrado como “1r”). 
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1.4.4.5.1 Estructura de TOP N53 y TOP 52 

Figura 1.17. Estructura química de los compuestos TOP N53 y TOP 52. Imagen tomada de Naef 
y Tenor (2017). 

Remarcar que el compuesto TOP N53 es una molécula híbrida de éster de nitrato 

orgánico / inhibidor de la PDE5, que cuando actúa en el tejido es capaz de liberar dos 

metabolitos activos, el primero es una molécula de NO, el segundo metabolito activo es 

el TOP 52, que presenta una potente acción inhibidora de PDE5. 

1.4.4.5.2 Farmacología del top n53 y top 52 

1.4.4.5.2.1 Hallazgos in vitro 

1.4.4.5.2.1.1 Ensayo enzimático 

Tanto TOP N53, la molécula híbrida de éster de nitrato orgánico / inhibidor de la 

PDE5, y el TOP 52, uno de los metabolitos activos de TOP N53 (el otro debería ser NO) 

son potentes inhibidores de la PDE5.  

La CI50 (concentraciones de inhibidor que logran una inhibición del  50%  de  la  

actividad enzimática) de TOP N53 y TOP 52 para la inhibición de la actividad enzimática 
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de la PDE5A recombinante humana fueron 0,185 nM y 2,24 nM, respectivamente (Tabla 

adjunta a la figura). Así, el TOP 52 que debería surgir del metabolismo del TOP N53 en 

un proceso llamado "bioactivación" fue 12 veces más potente para inhibir la PDE5 que 

el TOP N53 original. La potencia de TOP N53 y TOP 52 para inhibir la PDE5A 

recombinante humana también se comparó con los inhibidores de la PDE5 de referencia 

(comercializados) Sildenafil, Vardenafil y Mirodenafil. El orden de rango de potencia 

(IC50, nM) fue T52> Vardenafil> Mirodenafil> TOP N53> Sildenafil (Figura 1.18) 

Figura 1.18. Inhibición de rhPDE5A por inhibidores de PDE5. La inhibición dependiente de 

la concentración de rhPDE5A (Sigma E9034, longitud completa, etiquetada con GST en el 

extremo N) se determinó en un ensayo radiométrico usando [³H] GMPc como sustrato 

basado en la tecnología SPA (ensayo de centelleo por proximidad). La concentración de 

sustrato fue 0,5 µM de GMPc. Los resultados se muestran como medias +/- Desviación 

estándar de N experimentos independientes cada uno realizado por triplicado:  N = 9 (TOP 

52), N = 9 (TOP N53), N = 5 (Vardenafil), N = 4 (Mirodenafil), N = 7 (Sildenafil)

1.4.4.5.2.1.2 Ensayo celular 

1.4.4.5.2.1.2.1 GMPc en células de músculo liso vascular 

Un sello distintivo de la farmacología de los inhibidores de la PDE5 es su capacidad 

para reducir rápidamente el tono del músculo liso vascular, lo que resulta en 

vasodilatación. Esta relajación del músculo liso vascular por los inhibidores de la PDE5 

es producida por un aumento de GMPc secundario a un impedimento de su degradación. 

La vía GMPc también es utilizada por nitratos orgánicos que liberan NO tras su 

"bioactivación". El NO activa la GC soluble, por lo que la síntesis de GMPc explica los 

efectos vasodilatadores de los nitratos orgánicos. TOP N53 fue diseñado para integrar 
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ambas propiedades en una molécula: aumento de la síntesis de GMPc de nitratos 

orgánicos y reducción de la inactivación de GMPc de inhibidores de PDE5. 

Por lo tanto, se midieron los efectos de TOP N53 para aumentar la síntesis de GMPc 

en las células del músculo liso vascular y se compararon con el Sildenafilo de referencia. 

Figura 1.19. TOP N53  mejora el  GMPc en  células de  músculo  liso  vascular humano. 
Se incubaron células de músculo liso de la arteria pulmonar humana con 
diferentes concentraciones de TOP N53 (TN53; 1 pM a 1 µM) o Sildenafilo (0,1 nM a 1 µM) 
durante 30 min. El contenido total de GMPc se midió mediante ELISA. CTR, control de 
vehículos. Los resultados se muestran como la media ± error estándar de experimentos 
realizados con células de 3 donantes diferentes, cada uno analizado por triplicado.  

Tanto TOP N53 como sildenafilo aumentan de manera dependiente el contenido de 

GMPc. TOP N53 superó al sildenafilo en términos de potencia y eficacia. De hecho, se 

observó un aumento de 2,5 veces del contenido de GMPc de la línea de base a 9,2 nM de 

sildenafilo, sin embargo, ya a aproximadamente 0,07 nM de TOP N53. Además, el 

aumento máximo de GMPc con sildenafilo fue de 2,7 veces en comparación con el valor 

inicial, pero 5,4 veces con TOP N53. Mientras que el sildenafilo aumenta el GMPc en un 

rango de concentración comparable a la inhibición de PDE5 en términos de TOP N53, 

concentraciones más bajas que las esperadas del perfil de inhibición de PDE5 dan como 

resultado un aumento sustancial de GMPc. Esto se ejemplifica mediante un aumento de 

2,1 veces de GMPc a 0,01 nM y un aumento de 2,6 veces a 0,1 nM de TOP N53 (figura 

1.19). 
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En conjunto, estas observaciones apoyan la noción de que en las células del músculo 

liso vascular TOP N53 se convierte en el inhibidor de PDE5 más potente TOP 52 

acompañado de la liberación de NO que actúa en conjunto para aumentar el GMPc.  

Estos estudios fueron realizados en el Departamento de Farmacología de la Facultad 

de Medicina de la Universidad de Valencia, España, en el contexto de EUROSTARS E 

10192 Proyecto “Nuevos Fármacos PDEI en Heridas” donde la Universidad de Valencia 

es socio subcontratado de TOPADUR. Los ensayos enzimáticos de PDE, fueron 

realizados por Topadur Pharma AG. 
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2 . Objetivos  
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Los objetivos del presente estudio son: 

1. Evaluar, como modelo celular de disfunción endotelial diabética, los efectos

de la incubación con elevada concentración de glucosa en cultivos de células

endoteliales microvasculares dérmicas humanas.

2. Valorar nuestro modelo celular de disfunción endotelial diabética mediante el

estudio de la alteración del proceso de angiogénesis y de diferentes marcadores

de función endotelial.

3. Estudiar y comparar los efectos de TOP N53 (molécula hibrida con doble

actividad funcional: inhibidora de PDE5 y dadora de NO), de su metabolito

TOP 52 (potente acción inhibidora PDE5) y de sildenafilo (inhibidor de PDE5

de referencia ya comercializado), sobre nuestro modelo de disfunción

endotelial en células endoteliales microvasculares dérmicas humanas.

4. Estudiar el efecto de los fármacos en estudio y de referencia sobre la formación

de células progenitoras endoteliales a partir de células mononucleares de

sangre periférica.

5. Estudiar y comparar los efectos relajantes de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo

en aorta aislada de rata en cuatro condiciones experimentales diferentes:

a. con endotelio intacto,

b. sin endotelio,

c. en presencia de inhibidor de NO sintasa,

d. e incubados con elevada concentración de glucosa como modelo

funcional de disfunción endotelial diabética.
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3 . Material y métodos 
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3.1  Estudios en células endoteliales microvasculares dérmicas

humanas

3.1.1  Enfoque metodológico del estudio 

 Objetivos:

Para explorar si TOP N53 y TOP 52 promueven la angiogénesis en cultivos de células

endoteliales microvasculares dérmicas humanas (HDMVEC), específicamente de 

diabéticos en los que la angiogénesis está alterada, o mejora el eje NO-GC soluble-GMPc, 

también comprometido en la diabetes, se procede al siguiente enfoque experimental. 

 Enfoque experimental:

Los estudios se realizarán en HDMVEC cultivadas in vitro procedentes de sujetos

diabéticos. En algunos experimentos, se realizan de forma paralela experimentos en 

HDMVEC procedentes de sujetos sanos. 

- Efectos sobre la angiogénesis de TOP N53, TOP 52 y los fármacos de

referencia sildenafilo y nitroprusiato sódico. Se estudiarán sobre:

1. Proliferación celular: incorporación de 5-bromo-2-deoxiuridina

(BrdU)

2. Migración (ensayo de quimiotaxis).

3. Liberación de VEGF

4. Apoptosis (anexina V).

5. Liberación de especies reactivas de oxígeno (ROS)

6. Formación de tubos (Matrigel ensayos).

- Efectos de TOP N53, TOP 52 y fármacos de referencia sobre mecanismos de

disfunción endotelial:

1. Expresión de componentes del eje NO-sGC-GMPc: GTPCHI,

DDAHII, PDE5 y eNOS.

2. Liberación de BH4.

3. Actividad de eNOS.

4. Producción de GMPc

- Formación in vitro de células progenitoras endoteliales (CPE) a partir de

células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas durante 21 días
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en presencia o ausencia de TOP N53, TOP 52, sildenafilo y nitroprusiato 

sódico. 

Los compuestos estudiados TOP N53, TOP 52, y sildenafilo se analizan para 

determinar los efectos y su dependencia de la concentración. En general, los compuestos 

se probaron en varias concentraciones próximas a la EC50 y al Emax de los estudios 

previos de nuestro laboratorio sobre el aumento de GMPc en las células del músculo liso 

vascular de arteria pulmonar. Concretamente, se emplearon concentraciones de 10 pM, 1 

nM, 100 nM y 1 µM. El nitroprusiato sódico se utiliza a una concentración de 1 µM, 

como referencia de un aumento de óxido nítrico sin inhibición de PDE5. 

3.1.2  Cultivos celulares 

Los estudios se realizaron con HDMVEC primarias (HDMVEC; Nº cat. C-12212) de 

la casa comercial PromoCell (Heidelberg, Germany) y con HDMVEC de pacientes con 

diabetes mellitus tipo 2 que se adquirieron de Lonza (D-HMVEC-Ad, Dermal 

Microvascular Endothelial Cells, Diabetes T2. Catalog: CC-2930).  Se utilizó medio de 

cultivo EBM™ Endothelial Cell Growth Basal Medium BulletKit™. El medio contiene 

una mezcla de suplementos que consta de VEGF (0,5 ng / ml), EGF (5 ng / ml), bFGF 

(10 ng / ml), IGF (20 ng / ml), hidrocortisona (200 ng / ml), ácido ascórbico ( 1 µg / ml) 

a 37°C con 5% CO2 en aire humidificado. El medio fue reemplazado cada 48 horas. En 

algunos experimentos, las HDMVEC se expusieron a concentraciones elevadas de 

glucosa (30 mM) para imitar los cambios metabólicos en las células endoteliales tal y 

como ocurre en la disfunción endotelial descrita en la diabetes tipo 2 

3.1.3 Efectos sobre la angiogénesis de TOP N53, TOP 52, sildenafilo y 

nitroprusiato sódico 

3.1.3.1  Proliferación celular células endoteliales 

La HDMVEC de pacientes diabéticos se midió mediante técnica de inmunoensayo 

colorimétrico basado en la incorporación de BrdU durante la síntesis de ADN utilizando 

el kit cell proliferation enzyme---linked immunosorbent assay BrdU kit (Roche, 

Mannheim, Germany; Catalogue nº.11647229001) de acuerdo con el protocolo del 

fabricante. Se trata de un compuesto halogenado formado por una base pirimidínica y el 

monosacárido ribosa, cuya analogía con la timidina permite una sustitución casi total 

(99.8-100%) de los nucleótidos de timidina en las células en fase de síntesis. 
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Las células HDMVEC de pacientes diabéticos cultivadas en medio EGM-MV2 se 

incubaron diferentes grupos durante 24 horas con medio de cultivo normal (control) o 

con glucosa 30 mM   y los fármacos TOP 52, TOP N53, Sildenafilo y nitroprusiato sódico 

o el grupo control con el vehículo (DMSO al 0.1%). Se añadió BrdU en las últimas 20 h.

Posteriormente, se añadió la solución de fijación para desnaturalizar el ADN y cuantificar

el BrdU incorporado mediante anticuerpos primarios anti-BrdU conjugados con

anticuerpos secundarios en un ensayo colorimétrico siguiendo las instrucciones del

fabricante del kit.

Los datos de proliferación hacen referencia a los valores de absorbancia del DNA 

celular marcado con BrdU por pocillo fueron cuantificados midiendo la absorbancia 

a 450 nm mediante espectofotometría  usando un Espectrofotómetro microplaca 

(Victor 1420 Multilabel Counter, PerkinElmer). 

3.1.3.2  Migración de células endoteliales 

La quimiotaxis se evaluó utilizando un “ensayo de migración celular CytoselectTM de 

96 pocillos (8 µm, fluorométrico)” (Cell Biolabs, CBA-106). Las HDMVEC de pacientes 

diabéticos (en suspensión, 50.000 células / 100 µl por pocillo) en medio basal endotelial 

(sin la mezcla de suplemento) se agregaron a los pocillos superiores de una cámara 

Boyden equipada con filtros PCTE sin polivinilpirrolidona (PVP) (tamaño de poro de 8 

µm) en medio basal de células endoteliales. Después de un tiempo de incubación de 5 

horas (37 ° C, 5% de CO2), las células del lado inferior de los filtros PVP se tiñeron y 

contaron. 

Cuando se utiliza el ensayo de migración celular CytoselectTM de 96 pocillos con un 

tamaño de poro de 8 µm de Cell Biolabs, las células migradas se adhieren al lado inferior 

de la membrana de policarbonato. Siguiendo las instrucciones del fabricante, las células 

se disocian de la membrana mediante una solución de desprendimiento de células. Las 

células se lisan y se marcan con ADN usando una solución de colorante CyQuant® GR. 

La fluorescencia se mide a una excitación / emisión de 480 nm / 520 nm. 

Los estudios de quimiotaxis se realizaron en dos protocolos diferentes. En el protocolo 

I, los compuestos de prueba (TOP N53, TOP 52) y de referencia (sildenafilo y 

nitroprusiato sódico) se agregaron a la cámara inferior solo para estudiar cualquier efecto 

pro-migratorio directo. En el protocolo II, los compuestos de prueba y de referencia se 

agregarán a la cámara superior e inferior en concentraciones idénticas. 
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3.1.3.3 Medición de la liberación de VEGF 

Se incubaron HDMVEC de pacientes diabéticos durante 24 horas en varios grupos 

control, con glucosa 30 mM, y con glucosa 30 mM y los fármacos con TOP N53, TOP 

52 y sildenafilo en concentraciones desde 10 pM hasta 1 µM y nitroprusiato sódico a 1 

µM. El VEGF fue determinado en el sobrenadante del cultivo. Para medir el VEGF se 

utilizó el Kit Human VEGF Duoset ELISA- R&D Systems DY293B-05 en placa de 96 

pocillos. La concentración de VEGF se cuantificó midiendo la absorbancia a 450 nm, 

siguiendo las instrucciones del fabricante. 

3.1.3.4  Estudios de apoptosis 

Las HDMVEC de pacientes diabéticos se sembraron en placas porta para 

inmunfluorescencia. Cuando se obtuvo una confluencia del 80%, se expusieron a glucosa 

30 mM durante 24 horas, en presencia o ausencia de los fármacos TOP 52, TOP N53, 

sildenafilo y nitroprusiato sódico. La apoptosis se determinó mediante un kit Annexin V-

FITC Apoptosis Staining / Detection Kit (ab14085).  La anexina V se añade durante una 

hora, se lavan y se procede a medir por inmunofluorescencia. Los datos tomados para la 

representación de la apoptosis celular se expresaron como porcentaje de células 

apoptóticas. 

3.1.3.5 Medición de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

El diacetato de 2´ 7´-diclorodihidrofluoresceína (H2DCF-DA) (Molecular Probes, 

Reino Unido) es un compuesto permeable a las células que después de la hidrólisis 

intracelular del éster se oxida a 2´ 7`-diclorofluoresceína (DCF) fluorescente por O2-. y 

H2O2, y por lo tanto puede usarse para monitorear la generación intracelular de ROS. Para 

cuantificar los niveles de ROS, en HDMVEC procedentes de pacientes diabéticos, se 

incubaron sin / con glucosa 30 mM durante 24 horas, posteriormente se incubaron durante 

30 min con H2DCF-DA 50 µM diluido en Opti-MEM. Los compuestos de prueba (TOP 

N53, TOP 52) y de referencia (sildenafilo y nitroprusiato sódico) se agregaron cuando las 

HDMVEC fueron expuestas a glucosa alta (30 mM) o bien, simultáneamente con 

H2DCF-DA en el grupo control.  

Posteriormente, las células se lavaron dos veces con PBS para eliminar el H2DCF-DA 

restante y se estimularon con o sin glucosa (30 mM) durante 30 min en presencia de 

compuestos de prueba o de referencia o vehículo como en el paso anterior. Se midió la 
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intensidad fluorescente de cinco campos seleccionados al azar por condición utilizando 

un microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse TE 200, Tokio, Japón) con filtro 

ajustado para FITC (excitación / emisión 480 nm / 525 nm). La captura y el análisis de 

imágenes posteriores se realizarán utilizando el software Metafluor 5.0 (Analytical 

Technologies, EEUU). Los resultados se expresarán como fluorescencia DCF en 

unidades de fluorescencia relativa.  

3.1.3.6 Ensayo de formación de tubos 

La formación del tubo endotelial se determinó utilizando el kit comercial Endothelial 

Tube Formation Assay, siguiendo las instrucciones propuestas por el fabricante del kit 

comercial Endothelial Tube Formation Assay, CBA-200, Cell Biolabs. Se siembran las 

HDMVEC con medio de cultivo EBM™ Endothelial Cell Growth Basal Medium 

BulletKit™ (medio + suplementos) sobre placas opacas previamente revestidas con el gel 

proporcionado por en el kit, y se incuban con el fármaco a sus diferentes concentraciones 

durante 16 horas para permitir la formación del tubo endotelial. Las células se tiñeron con 

una solución en calceina-acetoximetil (calceina-AM) durante 30 min, se lavaron con PBS 

y se tomaron imagenes mediante microscopia de fluorescencia, con el equipo Spectral 

Leica TCS SP2 microscope (Leica Biosystems; Wetzlar, Germany) usando las siguientes 

longitudes de onda de excitacion/emision: 495/515 nm. Las imágenes se analizaron 

mediante el programa informático Image J (National Institutes of Health, EEUU) 

instalando y utilizando el plugin “Angiogenesis analyzer”.177 

Con el fin de evaluar la capacidad de las HDMVEC de pacientes diabéticos tienen de 

inducir la formación de redes que simulen sistemas capilares, evaluamos los parámetros 

que ofrecen una idea estructural de menor a mayor complejidad en el proceso de 

organización de la red de células endoteliales: 

 Extremidad (extremities): Segmento terminal derivado de un nodo (Figura 3.1:

Puntos señalados por las flechas en A y B)

 Nodos (nodes): Un pixel con tres más conectados a él (bifurcación, Figura 3.1:

Flechas en A y B).

 Uniones (junctions): Dos o más nodos cercanos entre sí, o nodos fusionados (Figura

3.1:  C3 y D3). 

 Segmento (segment): Elementos delimitados por dos nodos (Figura 3.1: C2 y D2).

 Rama (branch): Elemento delimitado por una unión y una extremidad.
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 Segmento maestro (master segment): Fragmento de red compuesto por dos

segmentos que se unen formando una estructura cerrada (Figura 3.1: E3).

 Uniones maestras (master junctions): Uniones que conectan al menos tres

segmentos maestros (Figura adjunta: E2). Dos uniones maestras pueden unirse

(Figura 3.1:  F2).

 Redes/mallas (meshes): Porciones de área rodeadas por segmentos maestros (Figura

3.1:  F1). 

Figura 3.1. Elementos integrantes de una red capilar formada por células endoteliales sobre una 
matriz de matrigel177 

Figura 3.2. Imágenes de microscopía de fluorescencia y la cuantificación de la formación del 
tubo178 Con el plugin del software Image J para analizar la angiogénesis se puede utilizar en una 
imagen fluorescente teñida con calceína. (A), para detectar de forma combinada los nodos 
totales (rojo) / tubos (rosa) / malla (azul) (B) que podemos fusionar con la red (C). Además, este 
programa puede ser utilizado para detectar individualmente nodos (D), tubos (E), o malla (F) 
que luego pueden ser cuantificados (G) 
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3.1.4  Efectos de TOP n53, TOP 52 y fármacos de referencia sobre mecanismos de 

disfunción endotelial 

3.1.4.1 Expresión de componentes del eje NO-sGC-GMPc: GTPCH I, DDAH II, 

PDE5 y eNOS. 

Las HDMVEC de sujetos normales y diabéticos fueron expuestas en grupos con y sin 

glucosa alta (30 mM) se incubaron con compuestos de prueba (TOP N53, TOP 52) o de 

referencia (sildenafilo, nitroprusiato sódico), o vehículo durante 6, 12 y 24 horas. Se 

realizaron extracciones de ARN y de proteínas, para analizar la expresión génica y 

proteica de GTPCHI (enzima limitante de la velocidad de síntesis de BH4), DDAHII que 

es la enzima que convierte la ADMA, L-citrulina, PDE5A1 (fosfodiesterasa 5A1) y 

eNOS. 

3.1.4.1.1 1 RT-PCR: Análisis de la expresión genética. 

Se realizaron análisis de la expresión de ARN mediante la reacción en cadena de la 

polimerasa de transcripción inversa en tiempo real (RT-PCR): el ARN total se aisló de 

HDMVEC utilizando el reactivo de aislamiento TriPure® (Roche, Indianápolis, EEUU). 

La integridad del ARN extraído se confirmó con Bioanalyzer 2100 (Agilent, Palo Alto, 

CA, EEUU). La transcripción inversa se llevó a cabo a partir de 300 ng de ARN total con 

el kit de reactivos de transcripción inversa TaqMan (Applied Biosystems, Perkin-Elmer 

Corporation, CA, EEUU). El ADNc se amplificó con ensayos específicos prediseñados 

por Applied Biosystems (Assay-by-Design) para GTPCH-I (Hs00609198_m1), DDAHII 

(Hs00967863_g1), PDE5A1 (Hs00153649_m1), eNOS (Hs015746APDHl1), pre-

diseñado por Appl1 (nº de cat.: 4352339E) como gen de mantenimiento en un sistema de 

RT-PCR rápido 7900HT (Applied Biosystem) utilizando Universal Master Mix (Applied 

Biosystems). La cuantificación relativa de estas diferentes transcripciones se determinó 

con el método 2-∆∆Ct usando β-actina como control endógeno (Applied Biosystems; 

4352339E) y normalizado a controles no diabéticos no tratados. Se informaron los 

resultados de n = 3 experimentos independientes por triplicado. 

3.1.4.1.2 Western Blot: Análisis de la expresión proteica 

Se realizaron análisis de transferencia de Western para detectar cambios en GTPCH-

I, DDAHII, PDE5A1, eNOS. Con este fin, se utilizaron HDMVEC que se lisaron en frío 

con un tampón de lisis que consta de Tris 20 mM pH 7,4, ácido etilendiaminotetraacético 
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(EDTA) 1 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 0,1%, ditiotreitol 1 mM y 1 µg ml -1 

pepstatina A complementado con un cóctel completo de inhibidores de proteasa. Se 

utilizará el ensayo Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories Ltd., Herts, Reino Unido), siguiendo 

las instrucciones del fabricante, para cuantificar el nivel de proteína en cada muestra para 

asegurar una carga de proteína igual. Se utilizó electroforesis en gel de poliacrilamida con 

dodecilsulfato de sodio para separar las proteínas según su peso molecular. Brevemente, 

se cargaron 10 µg de proteínas (desnaturalizadas) junto con un marcador de proteína de 

peso molecular, marcador de caleidoscopio de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories), en un 

gel de acrilamida que consta de un gel de apilamiento de acrilamida al 5% apilado sobre 

un gel de resolución de acrilamida y pasa a través del gel mediante la aplicación de 100 

V durante 1 hora. Las proteínas se transfirieron del gel a una membrana de difluoruro de 

polivinilideno utilizando un método de transferencia en húmedo. La membrana se 

bloquea con Marvel al 5% en PBS que contiene 0,1% de Tween20 (PBS-T) y luego se 

probaron con anticuerpo policlonal de conejo anti GTPCH-I humano, anticuerpo 

policlonal de conejo anti DDAH II humano, anticuerpo monoclonal de ratón anti PDE5A 

humana (nº: Santa Cruz sc-39874, MW predicho 95 kDa), anticuerpo anti-eNOS humano 

policlonal de conejo (nº de cat.: Cell Signaling 9572, MW predicho 140 kDa), anticuerpo 

monoclonal de ratón contra la β-actina (Sigma A- 5316, Clon AC-74), sirviendo este 

último como control de carga de "limpieza". El método de quimioluminiscencia mejorado 

de detección de proteínas con ECL plus (Amersham GE Healthcare, Buckinghamshire, 

Reino Unido) se utilizó para detectar proteínas marcadas. Los resultados se presentan 

como transferencias de Western representativas. 

3.1.4.2  Medida de BH4 

Las HDMVEC de pacientes diabéticos se sembraron en placas porta para 

inmunfluorescencia. Cuando se obtuvo una confluencia del 80%, los fármacos TOP 52, 

TOP N53, sildenafilo, Nitroprusiato sódico o vehículo se añadieron 30 minutos antes de 

exponer las células a glucosa 30 mM durante 24 horas. BH4  se determinó mediante el 

kit Annexin ELISA BH4 (MBS733839, Mybiosource). La intensidad del color se mide 

espectrofotométricamente a 450 nm en un lector de microplacas.  

3.1.4.3  Medición de la actividad nos dependiente de Ca2+ 

En las células endoteliales, la actividad de la NOS dependiente de Ca2+ se rige en gran 

medida por la eNOS. En la diabetes o situaciones con glucosa en sangre alta, la actividad 
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de la eNOS NO se suprime con el desacoplamiento impulsado por ROS como mecanismo 

crítico, entre otras cosas. En estas investigaciones se abordaron si los compuestos de 

prueba (TOP N53, TOP 52) o de referencia (sildenafilo y nitroprusiato) pueden restaurar 

la actividad de eNOS comprometida o bien prevenir el desacoplamiento de eNOS. 

Las HDMVEC en cultivo normal a glucosa estándar, y también alta (30 mM), T2DM, 

se incubaron con compuestos de prueba (TOP N53, TOP 52) y de referencia (sildenafilo, 

nitroprusiato sódico) durante los tiempos apropiados. Las células se homogeneizaron 

mediante sonicación en un tampón que comprende Tris HCl 25 mM, pH 7,5, EDTA 0,8 

mM y EGTA 0,8 mM. La actividad NOS en lisados celulares recién preparados se 

determinó aprovechando un ensayo no radiactivo disponible comercialmente, 

ejemplificado por el “ensayo NOS colorimétrico ultrasensible” (nº de cat .: NB78) de 

Oxford Biomedical. El ensayo se basa en la conversión de L-arginina agregada en óxido 

nítrico que reacciona rápidamente con nitratos y nitritos en los lisados celulares. Se 

permite que el sistema funcione de manera estable durante varias horas gracias a un 

sistema de reciclaje de NADPH basado en glucosa 6-fosfato / glucosa 6-fosfato 

deshidrogenasa. Una vez finalizada la reacción, el nitrato se reduce a nitrito añadiendo 

nitrato reductasa y el nitrito determinado por reactivos de Griess (sulfanilamida en HCl 3 

N, y diclorhidrato de N- (1-naftil) etilendiamina). Para medir la NOS dependiente de Ca2+, 

la concentración final de Ca2+ en el ensayo debe ser de 600 µM. Se realizarán mediciones 

en presencia y ausencia de Ca2+ para permitir el cálculo de la actividad NOS dependiente 

de Ca2+. La actividad de NOS también se medirá en presencia de L-NG- ester metil - nitro 

arginina (L-NAME) (10 µM). 

3.1.4.4  Medición del contenido de GMPc de las células endoteliales 

Las mediciones de GMPc intracelular se realizan usando un sistema de EIA GMPc de 

GE Healthcare (GEHC), orden # RPN226 siguiendo las instrucciones del fabricante. El 

ensayo tiene una sensibilidad de 2 fmol de GMPc por pocillo. Las incubaciones se 

terminan agregando tampón de lisis de GEHC y las células se dejan durante 10 minutos 

en agitación para asegurar la lisis completa. El GMPc en las muestras se acetila luego 

usando trietilamina y anhídrido acético y se determina mediante un ELISA competitivo. 

El ELISA se basa en la competencia entre GMPc acetilado en lisados  de cultivo celular 

y un conjugado de GMPc marcado con peroxidasa por sitios de unión limitados en un 

antisuero específico de GMPc inmovilizado en placas de 96 pocillos prerrevestido. El 
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GMPc se determina en función de una curva estándar. La incubación con los compuestos 

de prueba y de referencia se realiza durante diferentes períodos de tiempo (1 hora, 6 horas, 

24 horas). Los resultados se expresarán como fmol GMPc en 104 células como media +/- 

SE.  Se realizarán tres experimentos independientes cada uno por triplicado.  

3.1.5  Células progenitoras endoteliales 

Para estudiar los efectos de los compuestos de prueba (TOP N53, TOP 52) y de 

referencia (sildenafilo y nitroprusiato sódico) en la formación de CPE, se cultivaron 

células mononucleares de sangre periférica humana con medio de crecimiento de células 

endoteliales en placas recubiertas de colágeno durante 14-21 días en presencia o ausencia 

de compuestos de prueba y de referencia. Para ello, se siguió el protocolo descrito por 

Sahara et al.179, con algunas modificaciones. Se aislaron células mononucleares de sangre 

periférica humana (PBMC) de voluntarios sanos mediante centrifugación en gradiente de 

densidad y se resuspendieron en medio de crecimiento de células endoteliales 

complementado con 1 µg / ml de hidrocortisona, 3 µg / ml de extracto de pituitaria bovina, 

10 ng / ml de recombinante humano VEGF y FBS al 10% (medio EGM-2 completo). Se 

cultivaron PBMC a una densidad de 107 células por pocillo de una placa de 6 pocillos 

recubierta previamente con colágeno de cola de rata tipo 1 (BD Biosciences) a 37 ° C, 5% 

de CO2, en una incubadora humidificada. Después de 24 horas, las células no adherentes 

y los residuos se eliminaron por aspiración, las células adherentes se lavaron una vez y se 

volvió a agregar el medio EGM-2 completo a cada pocillo. El medio se cambió 

diariamente durante 7 días y luego cada dos días. Durante este período de incubación, las 

células se estimularon simultáneamente con el compuesto o vehículo de prueba (TOP 

N53 y TOP 52) y de referencia (sildenafilo y nitroprusiato sódico) y vehículo (DMSO al 

0,1%). En los días 14 a 21, se espera que aparezcan colonias de células endoteliales que 

se originaron a partir de células adherentes. El número de colonias de células endoteliales 

se contaron mediante inspección visual utilizando un microscopio invertido. El día 21, 

las células adherentes que formaban colonias de células endoteliales se incubaron con 10 

µg / ml de DiI; 1,1`-dioctadecil-3,3,3`, 3`-tetrametilindo-carbocianina perclorato (DiI-

Ac-LDL) (Molecular Sondas) durante 2 horas. Luego, las células se fijaron con 

paraformaldehído al 2% y se tiñeron con aglutinina I de Ulex europaeus marcada con 

FITC (UEA I; laboratorios EY). Los núcleos se contratiñeron con Hoechst 33258 

(Sigma). Las células adherentes que se tiñen positivamente tanto para DiI-Ac-LDL como 

para FITC-UEA I se consideraron células progenitoras endoteliales.
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3.2 Estudios funcionales de órgano aislado en aorta de rata 

3.2.1 Enfoque metodológico del estudio 

3.2.1.1 Objetivos 

Explorar si TOP N53 Y TOP 52 mejoran las relajaciones inducidas por inhibidores de 

PDE5 en condiciones de ausencia de endotelio o en presencia de inhibidores de la NO 

sintasa como L-NAME. 

3.2.1.2 Enfoque experimental 

Los estudios se realizarán en anillos aórticos aislados de rata, precontraidos con 

fenilefrina (FE) control (con endotelio intacto) y sin endotelio o L-NAME (para bloquear 

la generación de NO endotelial) como modelo de órgano aislado de disfunción endotelial. 

Se compararán las relajaciones dependientes de la concentración de TOP N53, TOP 52 y 

sildenafilo (referencia). Este protocolo tiene como referencia los estudios de Komas et 

al.180 y Klein et al.181 en los que se informó de una respuesta de relajación comprometida 

a un inhibidor de PDE5 solo en ausencia de endotelio.180,181 Además, se estudiarán los 

efectos de TOP N53, TOP 52, sildenafilo sobre el deterioro inducido por glucosa alta (25 

mM). 

3.2.2 Baño de órganos  

3.2.2.1 Descripción del sistema de baño de órganos   

El sistema empleado está formado por una doble copa de vidrio que consta de: 

- Una cámara externa, parte de un circuito cerrado, el cual mantiene constante

la temperatura de la cámara interna mediante una rápida circulación de agua a

una temperatura de 37ºC mediante la ayuda de un termocirculador

(Termocirculator Harvard).

- Una cámara interna de 5 ml de capacidad donde colocamos la solución nutricia

de Krebs tamponada la cual estará continuamente burbujeada con carbógeno

(95% O2 y 5% CO2) a través de un filtro o conexión conectado al fondo de la

cámara, donde además existe una salida para el drenaje del líquido nutricio.

En su interior se aloja una varilla de acero inoxidable acodada donde se fijará

por uno de sus extremos las tiras de músculo liso bronquiales.
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Todo el sistema, está sujeto a la mesa de laboratorio mediante un emparrillado vertical 

reforzado, quedando así aislado de las vibraciones y golpes en el suelo o en la misma 

mesa donde están colocados los aparatos de registro, habida cuenta de la extrema 

sensibilidad necesaria para el registro de las contracciones o relajaciones del músculo liso 

de aorta de rata. Las copas de vidrio del baño, las varillas de sujeción y el transductor 

isométrico se hallan sujetos mediante pinzas y nueces al emparrilado. Habitualmente se 

trabaja en cada experiencia con 8 copas de baños de órganos diferentes. 

3.2.2.2  Montaje del preparado. 

El anillo de aorta de rata empleado se introduce en la cámara interna de la copa del 

baño, la cual está llena de solución nutricia de Krebs mantenida a 37ºC a través del  

termocirculador antes mencionado (Thermocirculator Harvard) y burbujeada con 

carbógeno.  A lo largo del experimento, se toman muestras del líquido nutricio para medir 

el pH y comprobar si se mantiene dentro de los límites razonables (no debe exceder 7.6 

al final del experimento). Los anillos de aorta de rata están sujetos por dos varillas finas 

que se introducen en el interior del anillo. Una de las varillas está unida a un punto fijo 

en el interior del baño (varilla acodada), y la otra varilla está conectada a un transductor 

isométrico. provisto de un tornillo micrométrico de precisión que permite transmitir 

pequeños cambios de tensión del tejido. El transductor isométrico, a su vez, se halla 

conectado a un amplificador PowerLab 800 (ADInstruments, Grand Junction, CO)  

provisto de un mecanismo de supresión cero y señal interna de calibración. Los cambios 

en la tensión isométrica de las tiras bronquiales procesadas por el amplificador quedan 

registradas en un ordenador que emplea el programa Chart for Windows versión 3.4 

(ADInstruments) que permite obtener un registro gráfico donde podremos analizar 

posteriormente. Los cambios de fuezra se expresan en gramos.
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Figura 3.2. Imagen de baño de órganos con un anillo arterial montado 

3.2.3 Condiciones experimentales 

3.2.3.1 Animales 

Se utilizó un total de 131 ratas Sprague-Dawley macho de 11 semanas (peso corporal 

medio de 250 ± 15 g) de Harland (Barcelona). El estudio se ajustó a la Guía para el 

cuidado y uso de animales de laboratorio (1996). Tras una semana de aclimatación, las 

ratas fueron anestesiadas y sacrificadas. Cuando la anestesia alcanzó la profundidad 

suficiente, determinada por la ausencia de la respuesta de flexión de la pierna y el reflejo 

del párpado, el tórax se abrió rápidamente mediante una incisión en la línea media y las 

ratas se sacrificaron cortando el corazón y desangrando. La aorta se extrajo rápidamente 

sin dañar el endotelio y se colocó en un vaso de precipitados lleno de solución de Krebs 

y se burbujeó con carbógeno (95% O2 / 5% CO2). 

Condiciones de mantenimiento de animales: Una vez llegadas del proveedor (Harlan, 

Barcelona) las ratas fueron ubicadas en la Casa de Animales de la Unidad Central de 

Investigación Médica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia en 

condiciones estándar (15 cambios de aire / h; humedad ~ 60%, ciclo de luz / oscuridad 12 

/ 12 horas, ~ 22 ° C). Las ratas tomaban alimento Panlab A04 (dieta estándar en Animal 

House) y tenían acceso a agua corriente ad libitum. [Declaración sobre el bienestar 

animal] 
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 El estudio en animales que se describe a continuación se realizó con la licencia No 

2016 / VSC / PEA / 00139 Tipo 2 del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales 

de la Generalitat de Valencia (Dirección General de Agricultura, Ganaderia y Pesca). 

3.2.3.2  Preparación de suspensiones y soluciones de prueba 

Los compuestos de prueba (TOP N53, TOP 52) y de referencia (sildenafilo) (polvo 

seco) se disolvieron en DMSO al 100% para dar como resultado una solución madre 10 

mM considerando sus pesos moleculares de 604.5 g / mol para TOP N53, 559.5 g / mol 

para TOP 52 y 474 g / mol para Sildenafilo. Como ejemplo, se disolvieron 6.045 mg de 

TOP N53, 5.595 mg de TOP 52 o 4.74 mg de Sildenafilo en 1 ml de DMSO. Se 

almacenaron alícuotas de 100 µl de estas soluciones madre a -20 ° C. Todas las diluciones 

posteriores se prepararon a partir de las soluciones madre 10 mM del ensayo o de los 

elementos de referencia el mismo día del experimento. 

- Primera dilución intermedia: Se etiquetaron ocho tubos Eppendorf de la

siguiente forma: 10-4 M, 10-5 M, 10-6 M, 10-7 M, 10-8 M, 10-9 M, 10-10 M y 0

(vehículo) y se agregaron 90 µl de DMSO a cada uno de los tubos. A

continuación, se añadió un volumen de 10 µl de la solución madre 10 mM de

los elementos de prueba o de referencia en DMSO al 100% al tubo etiquetado

como 10-4 M mezclado con vórtex durante 30 segundos. Luego se extrajo un

volumen de 10 µl del tubo etiquetado como 10-4 M y se añadió al tubo

etiquetado como 10-5 M seguido de un mezclado (30 segundos) y así

sucesivamente. Del último tubo etiquetado como 10-10 M se retiró y desechó

un volumen de 10 µl. Las concentraciones intermedias resultantes de la

dilución 1/10 de los fármacos de prueba o de referencia fueron 10-3 M, 10-4 M,

10-5 M, 10-6 M, 10-7 M, 10-8 M, 10-9 M en DMSO al 100% (v / v).

- Segunda dilución intermedia: A continuación, a los ocho tubos se añadió un

volumen de 810 µl de solución de Krebs (composición (mM); NaCl 118.0,

KCl 4.7, CaCl2 1.9, KH2PO4 1.2, MgSO4 1.2, NaHCO3 25.0 y glucosa 5.0)

seguido de mezclado con vortex inmediato durante 30 segundos. Las

concentraciones resultantes de los elementos de prueba o de referencia fueron

10-4 M, 10-5 M, 10-6 M, 10-7 M, 10-8 M, 10-9 M, 10-10 M y vehículo, todo en

10% DMSO (v / v) en un volumen final de 900 µl. Todas las diluciones

resultaron ser soluciones claras y sin precipitados a la inspección visual.
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- Diluciones finales en el baño de órganos: Para la construcción acumulativa de

la curva de concentración-respuesta, en los baños de órganos con copas de 5

ml, se añadió en primer lugar 50 µl de la solución etiquetada como 10-10 M de

la segunda dilución intermedia 10% DMSO (v / v), lo que dio como resultado

la primera concentración de 10-12 M de fármaco en DMSO al 0,1%. Una vez

que la respuesta de relajación fue estable, la siguiente concentración final en

el baño fue de 10-11 M de fármaco y se logró agregando un volumen de 45 µl

de la segunda solución intermedia 10-9 M con la prueba o elemento de

referencia con DMSO al 10% de la dilución intermedia.  Una vez que la

respuesta de relajación fue estable, la siguiente concentración fue de 10-10 M

de fármaco y se logró agregando un volumen de 45 µl de la solución 10-8 M

de de fármaco con DMSO al 10% de la segunda dilución intermedia. Y así

sucesivamente hasta la última concentración final en el baño de 10-6 M en

DMSO al 0,1%. Las concentraciones objetivo de los fármacos de prueba (TOP

N53 y TOP 52) o de referencia (sildenafilo) en los baños de órganos fueron

10-6 M, 10-7 M, 10-8 M, 10-9 M, 10-10 M, 10-11 M, 10-12 M en 0.1% DMSO.

Teniendo en cuenta un aumento en el volumen de la solución de Krebs en el baño de 

órganos desde inicialmente 5000 µl por 50 µl para la concentración de 10-12 M y 45 µl 

por paso de concentración ascendente hasta un volumen final de 5320 µl a 10-6 M, la 

concentración real en el baño de órganos fue ligeramente menor que la concentración 

objetivo como se muestra en la Tabla contigua. A la concentración objetivo más alta de 

1000 nM (10-6 M), la concentración real fue de 939,85 nM, que es un 6% menos que la 

concentración objetivo. Esta desviación se consideró aceptable.
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Tabla 3.1. Concentraciones objetivo, concentraciones reales y el porcentaje de desviación de la 
concentración real de la concentración objetivo en el baño de órganos (5 ml) para los fármacos 
estudiados (TOP N53 y TOP 52) y de referencia (sildenafilo) diluidos para la secuencia 
acumulativa ascendente de concentraciones siguiendo el protocolo descrito anteriormente. 

El inhibidor de óxido L-NAME (# 483125M) y el inhibidor de la GC soluble sensible 

al NO: 1H- [1,2,4] Oxadiazolo [4,3- a] quinoxalin-1-ona (ODQ) (# O3636) se adquirieron 

de Sigma-Aldrich Quimica Madrid España. Para L-NAME, se preparó una solución stock 

de 10 mM en solución de Krebs inmediatamente antes de su uso en el experimento y se 

diluyó 100 veces en solución de Krebs para el baño de órganos para una concentración 

final de 100 µM. En términos de ODQ, se preparó una solución madre de 10 mM en 

DMSO al 100% y se almacenó a -20ºC. A partir de la solución madre, se diluyó ODQ 

1000 veces en solución de Krebs para el baño de órganos para una concentración final de 

10 µM (DMSO al 0,1%). En los experimentos con ODQ, la concentración final de DMSO 

en el baño de órganos ascendió al 0,2% (v / v).

Concentración 

objetivo en el baño 

de órganos 

Concentración 

dilución intermedia 

Volumen 

añadido 

Volumen 

en baño 

Conc. 

Final en 

baño 

Porcentaje 

desviación 

log M nM log M nM µl µl nM % 

-12 0,001 -10 0,1 50 5050 0,00099 0,99 

-11 0,01 -9 1 45 5095 0,0098 1,86 

-10 0,1 -8 10 45 5140 0,097 2,72 

-9 1 -7 100 45 5185 0,964 3,57 

-8 10 -6 1000 45 5230 9,56 4,40 

-7 100 -5 10000 45 5275 94,79 5,21 

-6 1000 -4 100000 45 5320 939,85 6,02 
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3.2.3.3  Estudios de tensión isométrica en anillos de aórta de rata aislados. 

3.2.3.3.1 Preparación de anillos de aorta de rata 

3.2.3.3.1.1 Endotelio intacto 

Se montaron anillos aórticos torácicos (3-4 mm de diámetro) en unidades separadas 

de baños de órganos de 5 ml (Aparato Panlab Harvard, Cornellà, Barcelona, España) que 

contenían solución de Krebs con la siguiente composición (mM) NaCl 118,0, KCl 4,7, 

CaCl2 1,9, KH2PO4 1.2, MgSO4 1.2, NaHCO3 25.0 y glucosa 5.0 y mantenidos a 37 ° 

C y burbujeados con carbógeno. Se añadió indometacina (1 µM) a la solución salina. Los 

anillos arteriales se fijaron a transductores isométricos de la serie UF1 (Aparato de 

Harvard, Cornellà, Barcelona, España), mediante tornillo micrométrico se estableció una 

tensión inicial en reposo de 1-1,5 g. A continuación, se determinó la integridad endotelial 

de las preparaciones verificando la capacidad de respuesta a Ach 1 µM en vasos 

precontraídos con FE 300 nM, correspondiente al 80-90% de su efecto máximo, 

basándonos en experimentos anteriores. La prueba de Ach consistió en: 

- Cuando la relajación por Ach 1 µM fue inferior al 60% de la tensión

conseguida con FE 300 nM, se descartó la preparación.180 Los anillos elegidos

se lavaron varias veces para restaurar la tensión al nivel inicial.

- Después de este procedimiento, se dejó que las preparaciones se equilibraran

durante 60 min antes de contraerlas a una nueva concentración única de FE

(300 nM).

3.2.3.3.1.2 Disfunción endotelial por remoción mecánica endotelial 

La capa de células endoteliales se eliminó mecánicamente de los anillos de la aorta 

torácica raspando suavemente la superficie luminal con una varilla de vidrio de 1,5 mm. 

Los tejidos se unieron a transductores transductor isométricos, estirados hasta una tensión 

inicial de 1-1,5 g como se describe en el apartado anterior. A continuación, se confirmó 

la ausencia del endotelio verificando la falta de respuesta a la Ach (1 µM) en vasos 

precontraídos con FE (300 nM). Luego, los anillos aórticos se lavaron varias veces para 

restaurar la tensión al nivel inicial en la solución de Krebs con (mM) NaCl 118.0, KCl 

4.7, CaCl2 1.9, KH2PO4 1.2, MgSO4 1.2, NaHCO3 25.0 y glucosa 5.0 y se mantuvieron 

a 37 ° C, 95 % O2 / 5% CO2. Se permitió que las preparaciones se equilibraran en solución 
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de Krebs durante 60 min antes de contraerlas con una nueva concentración única de FE 

(300 nM; EC 80-90% de su propio efecto máximo). 

3.2.3.3.1.3 Disfunción endotelial secundaria a L-NAME 

Se prepararon y seleccionaron anillos aórticos torácicos a partir de la "prueba de ACh" 

como se describe en la sección "Endotelio intacto". Los anillos aórticos torácicos 

elegibles se lavaron y equilibraron varias veces para restaurar la tensión al nivel inicial 

en solución de Krebs con (mM) NaCl 118.0, KCl 4.7, CaCl2 1.9, KH2PO4 1.2, MgSO4 

1.2, NaHCO3 25.0 y glucosa 5.0 y se mantuvieron a 37 ° C, 95% O2 / 5% CO2. Se 

permitió que las preparaciones se equilibraran en solución de Krebs durante 60 min y se 

añadió L-NAME (100 µM) 30 min antes de la contracción a una nueva concentración 

única de FE (300 nM). Se confirmó la relajación dependiente del endotelio comprometida 

verificando la falta de respuesta a la Ach (1 µM) en vasos precontraídos con FE (300 

nM). 

3.2.3.3.1.4 Disfunción endotelial secundaria a glucosa alta 

Se prepararon y seleccionaron anillos aórticos torácicos a partir de la "prueba de ACh" 

como se describe en la sección "Endotelio intacto". Los anillos aórticos torácicos 

elegibles se lavaron y equilibraron varias veces para restaurar la tensión al nivel inicial 

en solución de Krebs con (mM) NaCl 118.0, KCl 4.7, CaCl2 1.9, KH2PO4 1.2, MgSO4 

1.2, NaHCO3 25.0 y glucosa 25.0 y se mantuvieron a 37 ° C, 95% O2 / 5% CO2. Se 

permitió que las preparaciones se equilibraran durante 60 min en solución de Krebs con 

glucosa alta (25 mM) antes de contraerlas a una nueva concentración única de FE (300 

nM).182 Se confirmó la relajación dependiente del endotelio comprometida verificando la 

falta de respuesta a la Ach (1 µM) en vasos precontraídos con FE (300 nM). Durante todo 

el experimento se mantuvo la glucosa alta (25 mM).
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3.2.3.3.2 Relajación dependiente de la concentración por TOP N53, TOP 52 y 

sildenafilo 

Para explorar la relajación dependiente de la concentración de TOP N53, TOP 52 

(elementos de prueba) y sildenafilo (elemento de referencia) en un rango de concentración 

de  10-12  M a -10-6  M en anillos aórticos de rata precontraídos con FE 300 nM.  Cuando 

se encuentra en la meseta de contracción se añaden de forma acumulativa    

concentraciones crecientes de los fármacos estudiados (TOP N53 y TOP 52) y de 

referencia (sildenafilo) en los baños de órganos hasta lograr la relajación máxima. Cada 

concentración sucesiva de fármaco se administraba una vez el efecto se había estabilizado 

(30 min). Finalmente, se añadió nitroprusiato de sodio (100 µM) con el fin de obtener la 

máxima relajación de los anillos arteriales. Además, se ejecutaron algunos experimentos 

en presencia adicional de ODQ (10 µM), un inhibidor de la GC soluble sensible al NO 

que se añadió al baño de órganos 30 min antes de la FE. 

Para obtener curvas completas de relajación dependientes de la concentración para las 

siete concentraciones se requirió un período de 3,5 horas (30 min por concentración). 

Durante este período, se realizaron grupos de control de vehículo en los que la tensión se 

montó con FE (300 nM) y anillos aórticos de rata expuestos al vehículo (DMSO al 0,1% 

en solución de Krebs) durante 3,5 horas. Para tener en cuenta una pérdida gradual de 

tensión (mg) a lo largo del tiempo, el cálculo de la "relajación (%)"para una concentración 

dada de elemento de prueba / referencia (en presencia de FE) probado en un momento 

dado se basó en la tensión con FE y vehículo al mismo tiempo. Como ejemplo, se midió 

la concentración 1 nM del elemento de prueba / referencia 90 min después de agregar FE. 

Por tanto, para el cálculo de la relajación (%) se tomó la tensión con FE y vehículo a los 

90 min. El valor de la concentración inhibitoria 50 [CI50] se expresó en nM y se calculó 

a partir de la regresión no lineal de las curvas de concentración frente a relajación (%). 

La tensión isométrica se midió con transductores de fuerza isométrica con el software 

Chart versión 2.1.0 y el equipo Powerlab ADInstruments (Cornella, Barcelona, España).



86 

3.2.3.3.3 Experimentos de valoración del efecto en el curso del tiempo 

En una serie separada de experimentos, se investigó el curso temporal de la relajación 

que emana de los elementos de prueba (TOP N53, TOP 52) y de referencia (sildenafilo) 

a concentraciones únicas preseleccionadas. Se prepararon anillos aórticos de rata, se 

montaron en los transductores de desplazamiento de fuerza a una tensión de 1-1,5 g y se 

seleccionaron respondedores de ACh exactamente como se describe anteriormente. 

Los fármacos TOP 52 (0,1 nM), TOP N53 (0,1 nM) o sildenafilo (1 nM) 

(concentraciones finales en los baños de órganos entre paréntesis). se añadieron a los 

baños de órganos en la meseta de tensión con FE 300 nM. La relajación se midió a los 7, 

15 30, 60, 90, 120 y 180 minutos. Finalmente, se agrega nitroprusiato sódico (100 µM) 

para obtener la máxima relajación de los anillos arteriales. 

En una segunda serie separada de experimentos, se investigó el curso temporal de la 

relajación que emana de los elementos de prueba (TOP N53, TOP 52) y de referencia 

(sildenafilo) a concentraciones acumulativas dejando transcurrir 7 o 15 minutos entre la 

adición de concentraciones diferentes. De esta forma, junto a los experimentos ya 

realizados, y descritos anteriormente, se valoró las diferencias en la cinética de relajación 

de los distintos fármacos a 7, 15 y 30 min. 

3.2.3.4 Fármacos y productos químicos utilizados 

Los productos utilizados y el laboratorio de procedencia son los siguientes: 

- Bicarbonato sódico (NaHCO3): procedencia E. Merck Darmstadt.

- Bifosfato potásico (KH2PO4): procedencia E. Merck Darmstadt.

- Cloruro de calcio (CaCl2): procedencia E. Merck Darmstadt.

- Cloruro de potasio (KCl): procedencia E. Mecrk Darmstadt.

- Cloruro de sodio (NaCl): procedencia E. Mecrk Darmstadt.

- D(+)-Glucosa: procedencia Panreac.

- Dietilmetilsulfato (DMSO): procedencia Sigma-Aldrich Química S.A.

- Sulfato de magnesio (MgSO4): procedencia E. Merck Darmstadt.

- phenylephrine (FE, P1240000), procedencia Sigma-Aldrich Química S.A

- acetylcholine (Ach, A6625), procedencia Sigma-Aldrich Química S.A

- Indomethacin (I7378), procedencia Sigma-Aldrich Química S.A
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- sodium nitroprusside (SNP) dihydrate (71778); procedencia Sigma-Aldrich

Química S.A.

- L-NAME: Nω-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride; CAS Number: 51298‐

62‐5 procedencia Sigma-Aldrich Química S.A.

- TOP N53; (E)-2-(1-((3-(6-((hydroxyimino)methyl)-5-methyl-4-oxo-7-propyl-

3,4-dihydropyr-rolo[2,1-f][1,2,4]triazin-2-yl)-4-propoxyphenyl)sulfonyl)

piperidin-4-yl)ethyl nitrate) Lot: C2104861P. procedencia TOPADUR.

- TOP 52; (E)-2-(5-((4-(2-hydroxyethyl)piperidin-1-yl)sulfonyl)-2-

propoxyphenyl)-5-methyl-4-oxo-7-propyl-3,4 dihydropyrrolo[2,1f]

[1,2,4]triazine-6-carbaldehyde oxime. Lot: C210434P. procedencia TOPADUR.

- Sildenafilo; procedencia CAYMAN CHEMICAL #10008671

3.2.3.5  Análisis de resultados 

Los datos se presentan como la media ± SEM del número “N” de experimentos 

independientes. La regresión no lineal   se realizó mediante el software GraphPad Prism 

7.2.0 (GraphPad San Diego, CA, EE. UU.) Utilizando la función "Sigmoidal, 4PL, X es 

log (concentración)". Esta función se utilizó para calcular EC50, IC40 y Emax. El análisis 

estadístico de los resultados se realizó mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de 

la prueba de Dunn (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, EE. UU.). Se aceptó la 

significancia cuando p <0,05. 
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4.1 Estudios en células endoteliales microvasculares dérmicas 

humanas 

4.1.1 Efectos sobre la angiogénesis de TOP N53, TOP 52, sildenafilo y 

nitroprusiato sódico 

4.1.1.1  Proliferación celular células endoteliales (incorporación de BrdU) 

La exposición de las HDMVEC obtenidas de diabéticos a glucosa alta (30 mM) reduce 

la proliferación de células endoteliales microvasculares dérmicas de pacientes diabéticos 

en un 36% respecto a los valores de proliferación obtenidos sin la presencia de glucosa 

alta. Esta diferencia fue estadísticamente significativa.  

Figura 4.1. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo sobre la proliferación de células 
endoteliales microvasculares humanas obtenidas de diabéticos expuestas a glucosa alta (30 mM) 
in vitro. La proliferación se midió como incorporación de BrdU durante 44 horas. Los resultados 
se muestran como media ± s.e.m. de los valores de absorbancia de tres donantes con tres 
experimentos independientes por donante. 

Sildenafilo, TOP 52 y TOP N53 en todo el rango de concentraciones empleadas (10 

pM hasta 1 µM) aumentaron significativamente los niveles de proliferación en presencia 

de glucosa alta.  Si bien niveles de proliferación equiparables a los obtenidos en medio 

de cultivo normal se alcanzaron con sildenafilo (100 nM), TOP 52 (1 nM y 100 nM)  y 

TOP N53  (100 nM y 1 µM). Top 52 mostró un potente efecto consiguiendo su máximo 

efecto a 1 nM que se redujo en concentraciones superiores, en tanto que con TOP N53 se 

consiguió un efecto progresivo y concentración dependiente. 
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Con nitroprusiato sódico se obtuvieron valores de 0,655±0,023 unidades de 

absorbancia. 

4.1.1.2  Migración de células endoteliales 

La exposición de las células endoteliales microvasculares humanas obtenidas de 

diabéticos a glucosa alta (30 mM) conduce a una migración reducida en un 33% respecto 

a la obtenida en condiciones normales. La incubación con sildenafilo, TOP 52 y TOP 

N53 en medio con glucosa alta recupera niveles de migración similares a los registrados 

en medio de cultivo sin glucosa alta. Sildenafilo y TOP 52 consiguieron su máximo efecto 

a 1 nM, mientras que los efectos de TOP N53 fueron concentración-dependientes desde 

10 pM hasta 1 µM consiguiendo a esta última concentración el mayor valor de migración. 

Con nitroprusiato sódico se obtuvieron valores de 1600±87 unidades de fluorescencia.  

 

Figura 4.2. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo sobre la migración de células endoteliales 
microvasculares humanas obtenidas de diabéticos expuestas a glucosa alta (30 mM) in vitro. La 
migración se evaluó mediante un ensayo de quimiotaxis adquirido comercialmente durante 6 
horas. Los resultados se muestran como media ± s.e.m. de unidades de fluorescencia de tres 
donantes con tres experimentos independientes por donante 

4.1.1.3 Medición de la liberación de VEGF 

La exposición de las células endoteliales microvasculares humanas obtenidas de 

diabéticos a glucosa alta (30 mM) conduce a una liberación de VEGF un 60% menor que 

en condiciones control. En presencia de glucosa alta la incubación con TOP N53, TOP 

52 y sildenafilo produce un aumento de la liberación de VEGF dependiente de la 

concentración. TOP 52 es el fármaco más potente consiguiendo un aumento significativo 
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en concentraciones entre 1p pM y 100nM, alcanzando el efecto máximo a 1 nM. 

Sildenafilo muestra un efecto máximo a 100 nM, declinando su efecto a concentraciones 

superiores de 1 µM. TOP N53 incrementa la liberación de VEGF de forma concentración 

dependiente a lo largo de todo el rango de concentraciones empleadas con un efecto 

máximo a 1 µM. Nitroprusiato sódico incremento los niveles de VEGF en presencia de 

glucosa alta a niveles de 87 pg/ml. 
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Figura 4.3. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo sobre la liberación de VEGF en células 
endoteliales microvasculares humanas obtenidas de diabéticos expuestas a glucosa alta (30 mM) 
in vitro. La liberación se evaluó mediante un ensayo de ELISA adquirido comercialmente. Los 
resultados se muestran como media ± s.e.m. de tres donantes con tres experimentos 
independientes por donante. 

4.1.1.4 Estudios de apoptosis 

La exposición de las células endoteliales microvasculares humanas obtenidas de 

diabéticos a glucosa alta (30 mM) conduce a un aumento en el número de células 

apoptóticas desde el 14,7±3,8% hasta el 47,6±3,8%. 
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Figura 4.4. Efectos de sildenafilo sobre la apoptosis en células endoteliales microvasculares 
humanas obtenidas de diabéticos expuestas a glucosa alta (30 mM) durante 24 horas. Los 
fármacos en diferentes concentraciones se añadieron 30 minutos antes de administrar el 
estímulo y se mantuvieron el resto del experimento. La cuanticaficación se realizó por 
inmunofluorescencia y las células apoptóticas se determinaron por anexina V.  A. Control; B. 
Glucosa 30mM; C. Glucosa 30mM + Sildenafilo 10pM; D. Glucosa 30mM+ Sildenafilo 1nM; E. 
Glucosa 30mM + Sildenafilo 100nM; F. Glucosa 30mM + Sildenafilo 1µM.  

 

Figura 4.5.  Efectos de TOP 52 sobre la apoptosis en células endoteliales microvasculares 
humanas obtenidas de diabéticos expuestas a glucosa alta (30 mM) durante 24 horas. Los 
fármacos en diferentes concentraciones se añadieron 30 minutos antes de administrar el 
estímulo y se mantuvieron el resto del experimento. La cuanticaficación se realizó por 
inmunofluorescencia y las células apoptóticas se determinaron por anexina V.  A. Control; B. 
Glucosa 30mM; C. Glucosa 30mM + TOP 52 10pM. D. Glucosa 30mM+ TOP 52 1nM; E. 
Glucosa 30mM + TOP 52 100nM; F. Glucosa 30mM + TOP 52 1µM 
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Figura 4.6. Efectos de TOP N53  sobre la apoptosis en células endoteliales microvasculares 
humanas obtenidas de diabéticos expuestas a glucosa alta (30 mM) durante 24 horas. Los 
fármacos en diferentes concentraciones se añadieron 30 minutos antes de administrar el 
estímulo y se mantuvieron el resto del experimento. La cuanticaficación se realizó por 
inmunofluorescencia y las células apoptóticas se determinaron por anexina V.  A. Control; B. 
Glucosa 30mM; C. Glucosa 30mM + TOP N53 10pM;  D. Glucosa 30mM+ TOP N53 1nM; E. 
Glucosa 30mM + TOP N53 100nM; F. Glucosa 30mM + TOP N53 1µM 

Figura 4.7.  Efectos de nitroprusiato sódico (NPS)  sobre la apoptosis en células endoteliales 
microvasculares humanas obtenidas de diabéticos expuestas a glucosa alta (30 mM) durante 24 
horas. Los fármacos en diferentes concentraciones se añadieron 30 minutos antes de administrar 
el estímulo y se mantuvieron el resto del experimento. La cuanticaficación se realizó por 
inmunofluorescencia y las células apoptóticas se determinaron por anexina V.  A. Control; B. 
Glucosa 30mM; C. Glucosa 30mM + TOP NPS 1µM. 
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Figura 4.8. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo sobre la apoptosis en células endoteliales 
microvasculares humanas obtenidas de diabéticos expuestas a glucosa alta (30 mM) in vitro. La 
apoptosis se evaluó mediante un Kit de Anexina V e inmunofluorescencia adquirido 
comercialmente. Los resultados se muestran como media ± s.e.m. del porcentaje de células 
apoptóticas de tres donantes con tres experimentos independientes por donante. 

En presencia de glucosa alta, TOP 52 redujo el porcentaje de células apoptóticas de 

forma concentración dependiente a 1 nM y a 100 nM; sin embargo, con una concentración 

mayor (1 µM) disminuyó. Sildenafilo, inhibidor puro de PDE5, mostró un perfil similar 

en la curva concentración respuesta, si bien su efectividad fue menor y no alcanzó un 

efecto significativo con ninguna concentración. TOP N53, en presencia de glucosa 30 

Mm, provocó una reducción en la apoptosis concentración-dependiente en todas las 

concentraciones empleadas en el ensayo, alcanzando diferencias significativas desde 100 

nM y con el efecto máximo a 1 µM. El nitroprusiato sódico (1 µM) redujo el número de 

células apoptóticas en presencia de glucosa 30 mM hasta el 34,5±7,6%. 

4.1.1.5 Medición de la liberación de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

La glucosa alta provocó un aumento en las ROS algo mayor al 50% de los niveles 

obtenidos en condiciones normales.   
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Figura 4.9. Efectos de TOP N53, TOP 52 y Sildenafilo sobre la liberación de Especies reactivas 
de oxígeno (ROS) en células endoteliales microvasculares humanas obtenidas de diabéticos 
expuestas a glucosa alta (30 mM) in vitro. La liberación se evaluó por fluorescencia  mediante 
la sonda H2DCF-DA (Molecular Probes). Los resultados se muestran como media ± s.e.m. de 
tres donantes con tres experimentos independientes por donante. 

Este aumento de ROS se redujo de forma dependiente de la concentración y de forma 

significativa por sildenafilo y TOP N53 en concentraciones igual o superiores a 1 nM. 

Tal y como se puede observar en la figura adjunta, TOP 52 fue el fármaco más efectivo 

en concentraciones de 10 pM y 1 nM . Con nitroprusiato sódico se produjo una reducción 

de la producción de ROS hasta niveles de fluorescencia de 989± 29,5 

4.1.1.6  Ensayo de formacion de tubos 

La exposición de las células endoteliales microvasculares humanas obtenidas de 

diabéticos a glucosa alta (30 mM) conduce finalmente a una formación de tubos 

comprometida, que puede considerarse como un "criterio de valoración compuesto" de 

los marcadores expuestos anteriormente. 

A partir de las imágenes de microscopía obtenidas se realizó el análisis de la 

angiogénesis cuantificando los nodos, tubos/ramas y redes/mallas. También se 

cuantificaron la longitud de las ramas y las uniones. 
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Figura 4.10. Imágenes representativas de ensayos de formación de tubos obtenidas de células 
microvasculares dérmicas humanas sobre placas opacas previamente revestidas con matrigel,  
en ausencia (A,B,C,D y E) o presencia de glucosa 30 mM (F,G,H, I y J). Las imágenes son 
analizadas por el programa Image J con el plugin Angiogenesis analyzer obteniendo imágenes 
donde se representan por separado los nodos (C,H) en negro, las ramas (D,I) en verde y 
segmentos  en azul, segmentos maestros en amarillo, uniones en rojo y redes/mallas en azul (E,J). 
En las imágenes B y G se superponen todas las imágenes. 
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Figura 4.11. Imágenes representativas de ensayos de formación de tubos obtenidas de células 
microvasculares dérmicas humanas sobre placas opacas previamente revestidas con matrigel, 
presencia de glucosa 30 mM e incubadas con diferentes concentraciones de TOP 52 . Las 
imágenes son analizadas por el programa Image J con el plugin Angiogenesis analyzer 
obteniendo imágenes donde se superponen la imagen obtenida por microscopía con los nodos 
(negro), las ramas (verde), segmentos (azul), segmentos maestros (amarillo), uniones (rojo) y 
redes/mallas (azul). 
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Figura 4.12. Imágenes representativas de ensayos de formación de tubos obtenidas de células 
microvasculares dérmicas humanas sobre placas opacas previamente revestidas con matrigel,  
presencia de glucosa 30 mM e incubadas con diferentes concentraciones de TOP N53 . Las 
imágenes son analizadas por el programa Image J con el plugin Angiogenesis analyzer 
obteniendo imágenes donde se superponen la imagen obtenida por microscopía con los nodos 
(negro), las ramas (verde), segmentos (azul), segmentos maestros (amarillo), uniones (rojo) y 
redes/mallas (azul). 
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Figura 4.13. Imágenes representativas de ensayos de formación de tubos obtenidas de células 
microvasculares dérmicas humanas sobre placas opacas previamente revestidas con matrigel,  
presencia de glucosa 30 mM e incubadas con diferentes concentraciones de sildenafilo . Las 
imágenes son analizadas por el programa Image J con el plugin Angiogenesis analyzer 
obteniendo imágenes donde se superponen la imagen obtenida por microscopía con los nodos 
(negro), las ramas (verde), segmentos (azul), segmentos maestros (amarillo), uniones (rojo) y 
redes/mallas (azul). 
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Figura 4.14. Imágenes representativas de ensayos de formación de tubos obtenidas de células 
microvasculares dérmicas humanas sobre placas opacas previamente revestidas con matrigel, 
presencia de glucosa 30 mM e incubadas con diferentes concentraciones de nitroprusiato sódico. 
Las imágenes son analizadas por el programa Image J con el plugin Angiogenesis analyzer 
obteniendo imágenes donde se superponen la imagen obtenida por microscopía con los nodos 
(negro), las ramas (verde), segmentos (azul), segmentos maestros (amarillo), uniones (rojo) y 
redes/mallas (azul). 

Figura 4.15. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo sobre el número de nodos en el ensayo 
de formación de tubos en células endoteliales microvasculares humanas obtenidas de diabéticos 
expuestos a glucosa alta (30 mM) in vitro. Los tubos endoteliales se determinaron en el ensayo 
Matrigel. Los resultados se muestran como media ± s.e.m. de tres donantes con tres 
experimentos independientes por donante.  
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Figura 4.16. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo sobre el número de ramificaciones en el 
ensayo de formación de tubos en células endoteliales microvasculares humanas obtenidas de 
diabéticos expuestos a glucosa alta (30 mM) in vitro. Los tubos endoteliales se determinaron en 
el ensayo Matrigel. Los resultados se muestran como media ± s.e.m. de tres donantes con tres 
experimentos independientes por donante. 

Figura 4.17. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo sobre la longitud de las ramificaciones 
medidas en pixels en el ensayo de formación de tubos en células endoteliales microvasculares 
humanas obtenidas de diabéticos expuestos a glucosa alta (30 mM) in vitro. Los tubos 
endoteliales se determinaron en el ensayo Matrigel. Los resultados se muestran como media ± 
s.e.m. de tres donantes con tres experimentos independientes por donante.
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Figura 4.18. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo   sobre el número de uniones en el ensayo 
de formación de tubos en células endoteliales microvasculares humanas obtenidas de diabéticos 
expuestos a glucosa alta (30 mM) in vitro. Los tubos endoteliales se determinaron en el ensayo 
Matrigel. Los resultados se muestran como media ± s.e.m. de tres donantes con tres 
experimentos independientes por donante. 

Figura 4.19. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo sobre el número de tubos/segmentos en 
el ensayo de formación de tubos en células endoteliales microvasculares humanas obtenidas de 
diabéticos expuestos a glucosa alta (30 mM) in vitro. Los tubos endoteliales se determinaron en 
el ensayo Matrigel. Los resultados se muestran como media ± s.e.m. de tres donantes con tres 
experimentos independientes por donante. 
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Figura 4.20. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo   sobre  el número de mallas o redes en 
el ensayo de formación de tubos en células endoteliales microvasculares humanas obtenidas de 
diabéticos expuestos a glucosa alta (30 mM) in vitro. Los tubos endoteliales se determinaron en 
el ensayo Matrigel. Los resultados se muestran como media ± s.e.m. de tres donantes con tres 
experimentos independientes por donante. 

En conjunto se puede observar que tanto TOP 52, con un efecto mayor a 1 Nm,  como 

TOP N53, de forma concentración dependiente con efectos máximos en 1 µM,  mostraron 

una tendencia a mejorar la formación de tubos en HDMVEC de pacientes diabéticos en 

presencia de glucosa alta (30 mM). 
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4.1.2 Efectos de TOP N53, TOP 52 y fármacos de referencia sobre mecanismos de 

disfunción endotelial 

4.1.2.1 Expresión de componentes del eje NO-sGC-GMPc: GTPCH I, DDAH II, 

PDE5 y eNOS. 

4.1.2.1.1 RT-PCR: Análisis de la expresión génica. 

Los experimentos de expresión génica se iniciaron con la realización de experimentos 

en grupos con tres periodos de incubación distintos de 6, 12 y 24 horas. Para ello, se 

realizaron tres experimentos independientes en células procedentes de un único donante 

sano y de un único donante diabético. Los resultaron muestran que 6 horas fue el periodo 

ideal de incubación para analizar tanto las modificaciones inducidas por la incubación de 

glucosa 30 Mm como los efectos de los fármacos. 

Figura 4.21. Estudio de la expresión (ARNm) de GTPCH1 en células endoteliales 
microvasculares dérmicas humanas procedentes de voluntarios sanos y de pacientes diabéticos. 
La figura muestra las modificaciones en la expresión genética inducidas por la incubación con 
glucosa alta (30 mM) y el efecto de los fármacos TOP N53, TOP 52 y sildenafilo (todos a 100 
nM) sobre células expuestas a altas glucosa (30 mM). Las células se incubaron con fármacos o 
vehículo (DMSO al 0,1%) durante 30 minutos antes de la exposición a glucosa 30 mM. Los 
experimentos se llevaron a cabo en tres grupos con incubaciones de 6, 12 y 24 horas, las células 
se rasparon en tampón de lisis de ARN y el ARN se aisló usando Trizol, se transcribió de forma 
inversa en ADNc y se cuantificó el ARNm específico mediante PCR TaqMan en tiempo real. Los 
resultados se muestran como media ± s.e.m. de tres experimentos independientes de un donante. 
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Figura 4.22. Estudio de la expresión (ARNm) de DDAH-II en células endoteliales 
microvasculares dérmicas humanas procedentes de voluntarios sanos y de pacientes diabéticos. 
La figura muestra las modificaciones en la expresión genética inducidas por la incubación con 
glucosa alta (30 mM) y el efecto de los fármacos TOP N53, TOP 52 y sildenafilo (todos a 100 
nM) sobre células expuestas a altas glucosa (30 mM). Las células se incubaron con fármacos o 
vehículo (DMSO al 0,1%) durante 30 minutos antes de la exposición a glucosa 30 mM. Los 
experimentos se llevaron a cabo en tres grupos con incubaciones de 6, 12 y 24 horas, las células 
se rasparon en tampón de lisis de ARN y el ARN se aisló usando Trizol, se transcribió de forma 
inversa en ADNc y se cuantificó el ARNm específico mediante PCR TaqMan en tiempo real. Los 
resultados se muestran como media ± s.e.m. de tres experimentos independientes de un donante. 

Figura 4.23. Estudio de la expresión (ARNm) de PDE5A1 en células endoteliales 
microvasculares dérmicas humanas procedentes de voluntarios sanos y de pacientes diabéticos. 
La figura muestra las modificaciones en la expresión genética inducidas por la incubación con 
glucosa alta (30 mM) y el efecto de los fármacos TOP N53, TOP 52 y sildenafilo (todos a 100 
nM) sobre células expuestas a altas glucosa (30 mM). Las células se incubaron con fármacos o 
vehículo (DMSO al 0,1%) durante 30 minutos antes de la exposición a glucosa 30 mM. Los 
experimentos se llevaron a cabo en tres grupos con incubaciones de 6, 12 y 24 horas, las células 
se rasparon en tampón de lisis de ARN y el ARN se aisló usando Trizol, se transcribió de forma 
inversa en ADNc y se cuantificó el ARNm específico mediante PCR TaqMan en tiempo real. Los 
resultados se muestran como media ± s.e.m. de tres experimentos independientes de un donante. 
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Figura 4.24. Estudio de la expresión (ARNm) de óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) en 
células endoteliales microvasculares dérmicas humanas procedentes de voluntarios sanos y de 
pacientes diabéticos. La figura muestra las modificaciones en la expresión genética inducidas 
por la incubación con glucosa alta (30 mM) y el efecto de los fármacos TOP N53, TOP 52 y 
sildenafilo (todos a 100 nM) sobre células expuestas a altas glucosa (30 mM). Las células se 
incubaron con fármacos o vehículo (DMSO al 0,1%) durante 30 minutos antes de la exposición 
a glucosa 30 mM. Los experimentos se llevaron a cabo en tres grupos con incubaciones de 6, 12 
y 24  horas, las células se rasparon en tampón de lisis de ARN y el ARN se aisló usando Trizol, 
se transcribió de forma inversa en ADNc y se cuantificó el ARNm específico mediante PCR 
TaqMan en tiempo real. Los resultados se muestran como media ± s.e.m. de tres experimentos 
independientes de un donante. 

Por ese motivo, se completaron los estudios con incubación de 6 horas con un total de 

tres experimentos independientes de tres donantes de donantes sanos y diabéticos. 

Figura 4.25. Estudio de la expresión (ARNm) de GTPCH1 en células endoteliales 
microvasculares dérmicas humanas procedentes de voluntarios sanos y de pacientes diabéticos. 
La figura muestra las modificaciones en la expresión genética inducidas por la incubación con 
glucosa alta (30 mM) y el efecto de los fármacos TOP N53 (TN53), TOP 52 (T52) y sildenafilo 
(SILD), todos empleados en una concentración de 100 nM, sobre células expuestas a alta glucosa 
(30 mM). Las células se incubaron con fármacos o vehículo (DMSO al 0,1%) durante 30 minutos 
antes de la exposición a glucosa 30 mM. Después de 6 horas, las células se rasparon en tampón 
de lisis de ARN y el ARN se aisló usando Trizol, se transcribió de forma inversa en ADNc y se 
cuantificó el ARNm específico mediante PCR TaqMan en tiempo real. Los resultados se 
muestran como media ± s.e.m. de tres donantes con tres experimentos independientes por 
donante. # p<0.05 respecto a control. * p<0.05 respecto a glucosa 30 mM. 
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Figura 4.26. Estudio de la expresión (ARNm) de DDAH-II en células endoteliales 
microvasculares dérmicas humanas procedentes de voluntarios sanos y de pacientes diabéticos. 
La figura muestra las modificaciones en la expresión genética inducidas por la incubación con 
glucosa alta (30 mM) y el efecto de los fármacos TOP N53 (TN53), TOP 52 (T52) y sildenafilo 
(SILD), todos empleados en una concentración de 100 nM, sobre células expuestas a alta glucosa 
(30 mM). Las células se incubaron con fármacos o vehículo (DMSO al 0,1%) durante 30 minutos 
antes de la exposición a glucosa 30 mM. Después de 6 horas, las células se rasparon en tampón 
de lisis de ARN y el ARN se aisló usando Trizol, se transcribió de forma inversa en ADNc y se 
cuantificó el ARNm específico mediante PCR TaqMan en tiempo real. Los resultados se 
muestran como media ± s.e.m. de tres donantes con tres experimentos independientes por 
donante. # p<0.05 respecto a control. * p<0.05 respecto a glucosa 30 mM. 

La glucosa 30 mM durante 6 horas redujo la expresión de GTPCHI, DDAHII y eNOS. 

La  incubación con TOP N53, pero también con los inhibidores de la PDE5 TOP 52 y 

sildenafilo (todos a 100 nM) restauró completamente los niveles de expresión de estas 

enzimas. TOP N53 pareció más eficaz que TOP 52 y sildenafilo a este respecto y aumentó 

los niveles de expresión de estas enzimas por encima de la línea de base. 

La glucosa alta aumentó la expresión de PDE5A1 de forma más marcada en células 

de donantes sanos que de diabéticos. Este incremento se moderaba en presencia de los 

fármacos empleados que en el caso de las células de pacientes diabéticos volvieron a 

niveles de expresión del grupo control no expuesto a glucosa alta.  
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Figura 4.27. Estudio de la expresión (ARNm) de PDE5A1 en células endoteliales 
microvasculares dérmicas humanas procedentes de voluntarios sanos y de pacientes diabéticos. 
La figura muestra las modificaciones en la expresión genética inducidas por la incubación con 
glucosa alta (30 mM) y el efecto de los fármacos TOP N53 (TN53), TOP 52 (T52) y sildenafilo 
(SILD), todos empleados en una concentración de 100 nM, sobre células expuestas a alta glucosa 
(30 mM). Las células se incubaron con fármacos o vehículo (DMSO al 0,1%) durante 30 minutos 
antes de la exposición a glucosa 30 mM. Después de 6 horas, las células se rasparon en tampón 
de lisis de ARN y el ARN se aisló usando Trizol, se transcribió de forma inversa en ADNc y se 
cuantificó el ARNm específico mediante PCR TaqMan en tiempo real. Los resultados se 
muestran como media ± s.e.m. de tres donantes con tres experimentos independientes por 
donante. # p<0.05 respecto a control. * p<0.05 respecto a glucosa 30 mM. 

Figura 4.28. Estudio de la expresión (ARNm) de óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) en 
células endoteliales microvasculares dérmicas humanas procedentes de voluntarios sanos y de 
pacientes diabéticos. La figura muestra las modificaciones en la expresión genética inducidas 
por la incubación con glucosa alta (30 mM) y el efecto de los fármacos TOP N53 (TN53), TOP 
52 (T52) y sildenafilo,  todos empleados en una concentración de 100 nM, sobre células expuestas 
a alta glucosa (30 mM). Las células se incubaron con fármacos o vehículo (DMSO al 0,1%) 
durante 30 minutos antes de la exposición a glucosa 30 mM. Después de 6 horas, las células se 
rasparon en tampón de lisis de ARN y el ARN se aisló usando Trizol, se transcribió de forma 
inversa en ADNc y se cuantificó el ARNm específico mediante PCR TaqMan en tiempo real. Los 
resultados se muestran como media ± s.e.m. de tres donantes con tres experimentos 
independientes por donante. # p<0.05 respecto a control. * p<0.05 respecto a glucosa 30 mM. 
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4.1.2.1.1.1 4.1.2.1.2 Western Blot: Análisis de la expresión proteica  

El estudio de western blot mostró resultados coherentes con los expuestos en el 

apartado de expresión génica. 

Figura 4.29. Western blot de la expresión de las proteínas del eje NO-sGC-GMPc: GTPCH I, 
DDAH II, PDE5 y Enos, en células endoteliales microvasculares dérmicas humanas diabética
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4.1.2.2 Medida de BH4 

Figura 4.30. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo (todos a 10 pM, 1 nM, 100 nM, 1 µM) 
sobre la liberación de BH4 en el sobrenadante del cultivo de células endoteliales microvasculares 
humanas de diabéticos expuestos a niveles altos de glucosa (30 mM) in vitro. Las células se 
preincubaron con compuestos de prueba o vehículo (DMSO al 0,1%) durante 30 minutos antes 
de la exposición a glucosa 30 mM. Después de un tiempo de incubación de 24 horas, se midió 
BH4 mediante ELISA. Los resultados se muestran como media ± s.e.m. de tres donantes con 
tres experimentos independientes por donante.  

La glucosa alta indujo una reducción estadísticamente significativa (p<0.05) de la 

liberación de BH4 que fue revertida de manera dependiente de la concentración por TOP 

N53, TOP 52 y sildenafilo. Específicamente, después de TOP N53 (y en menor medida 

con TOP 52), BH4 subió por encima de la línea de base. Nitroprusiato sódico también 

incremento la liberación de BH4 en presencia de glucosa alta a niveles de 23,8±2,2 ng/ml. 

Todos los fármacos y en todas las concentraciones alcanzaron diferencias significativas 

(p<0.05) respecto a la liberación en presencia de glucosa alta (sin fármacos).



113 

4.1.2.3 Medición de la actividad de la óxido nítrico sintasa dependiente de Ca2+ 

La incubación de las células con glucosa alta (30 mM) reduce la actividad de la NO 

sintasa, con una disminución en la formación de NO del orden de un 30% de los obtenidos 

en condiciones normales. 

Figura 4.31. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo (todos a 10 pM, 1 nM, 100 nM, 1 µM) 
sobre actividad de la NOS, medida por la producción de nitritos en lisados de células endoteliales 
microvasculares humanas de diabéticos expuestos a niveles altos de glucosa (30 mM) in vitro. 
Las células se incubaron con fármacos o vehículo (DMSO al 0,1%) durante 30 minutos antes de 
la exposición a glucosa 30 mM. Después de un tiempo de incubación de 24 horas, la actividad 
NOS mediante un ensayo enzimático. Los resultados se muestran como media ± s.e.m. de tres 
donantes con tres experimentos independientes por donante.  

TOP N53, TOP 52 y sildenafilo recuperaron la actividad endotelial de la NOS de la 

importante disminución inducida por glucosa 30 mM (diferencia estadísticamente 

significativa de los tres compuestos, en todas y cada una e las concentraciones 

empleadas). Se evidenció una tendencia de que TOP N53 era el compuesto más eficaz a 

este respecto. Nitroprusiato sódico aumento también la formación de NO en presencia de 

glucosa alta de forma significativa, consiguiendo valores de 1,97±0,06 µM. 

En conjunto, a partir de estos estudios in vitro, se puede postular que TOP N53, y en 

un grado similar o algo menor los inhibidores de la PDE5 puros, protegerían de una 

pérdida de NO derivado del endotelio microvascular dérmico causada por niveles altos 

de glucosa, un sello distintivo de la disfunción endotelial. 
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Figura 4.32. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo (todos a 10 pM, 1 nM, 100 nM, 1 µM) 
solos o en presencia de L-NAME 10 µM,  sobre actividad de la NOS, medida por la producción 
de nitritos en lisados de células endoteliales microvasculares humanas de diabéticos expuestos a 
niveles altos de glucosa (30 mM) in vitro. Las células se incubaron con fármacos o vehículo 
(DMSO al 0,1%) durante 30 minutos antes de la exposición a glucosa 30 mM. Después de un 
tiempo de incubación de 24 horas, la actividad NOS mediante un ensayo enzimático. Los 
resultados se muestran como media ± s.e.m. de tres donantes con tres experimentos 
independientes por donante.  

La presencia de un inhibidor del inhibidor de óxido nítrico sintasa L-NAME redujo la 

formación de NO, con un desplazamiento de la curva de formación de NO hacia la 

derecha proporcional a la concentración empleada (10 µM). 

4.1.2.4 Medición del contenido de GMPc de las células endoteliales 

La glucosa alta durante 60 minutos redujo el contenido de GMPc inicial en 

aproximadamente un 85%. TOP N53 revirtió esta pérdida en GMPc de forma continuada 

y concentración-dependiente. TOP N53 fue además más eficaz que el inhibidor de la 

PDE5, sildenafilo. Curiosamente, TOP 52 resultó en un efecto bifásico sobre GMPc con 

un aumento máximo a 1 nM (Figura adjunta). Cabe destacar que en los experimentos con 

60 minutos de incubación se pudo observar que TOP 52 y, sobre todo, TOP N53 

aumentaban los niveles de GMPc por encima de los valores obtenidos por células no 

sometidas a una concentración elevada de glucosa (30 mM).   
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Figura 4.33. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo (todos a 10 pM, 1 nM, 100 nM, 1 µM) 
sobre el contenido de GMPc intracelular en células endoteliales microvasculares humanas 
expuestas a glucosa alta (30 mM) in vitro. Las células se preincubaron con fármacos  o vehículo 
(DMSO al 0,1%) durante 10 minutos antes de la exposición a glucosa alta (30 mM). Las 
incubaciones se terminaron después de 60 minutos de tiempo de incubación. El GMPc se evaluó 
en extractos celulares mediante ELISA disponible comercialmente. Los resultados se muestran 
como media ± s.e.m. de tres donantes con tres experimentos independientes por donante. 
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Figura 4.34. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo (todos a 10 pM, 1 nM, 100 nM, 1 µM) 
sobre el contenido de GMPc intracelular en células endoteliales microvasculares humanas 
expuestas a glucosa alta (30 mM) in vitro. Las células se preincubaron con fármacos  o vehículo 
(DMSO al 0,1%) durante 10 minutos antes de la exposición a glucosa alta (30 mM). Las 
incubaciones se terminaron después de 6 horas de tiempo de incubación. El GMPc se evaluó en 
extractos celulares mediante ELISA disponible comercialmente. Los resultados se muestran 
como media ± s.e.m. de tres donantes con tres experimentos independientes por donante. 
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Cuando se procedió a realizar los experimentos con incubaciones de 6 y 24 horas, se 

observaron efectos cualitativamente similares aunque de menor magnitud, no alcanzando 

en ningún momento efectos por encima del nivel obtenido en condiciones normales (sin 

glucosa alta).  
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Figura 4.35. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo (todos a 10 pM, 1 nM, 100 nM, 1 µM) 
sobre el contenido de GMPc intracelular en células endoteliales microvasculares humanas 
expuestas a glucosa alta (30 mM) in vitro. Las células se preincubaron con fármacos  o vehículo 
(DMSO al 0,1%) durante 10 minutos antes de la exposición a glucosa alta (30 mM). Las 
incubaciones se terminaron después de 24 horas de tiempo de incubación. El GMPc se evaluó en 
extractos celulares mediante ELISA disponible comercialmente. Los resultados se muestran 
como media ± s.e.m. de tres donantes con tres experimentos independientes por donante. 
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4.1.3 Células progenitoras endoteliales 

La formación in vitro de células progenitoras endoteliles (EPC) a partir de células 

mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas durante 21 días, aumentó en 

presencia de TOP N53  y sildenafilo. Si bien TOP 52 mostró tendencia  aumentar también 

la formación de EPC en las concentraciones más altas, este incremento no llgó a ser 

significativo. Por su parte, la incubación con nitroprusiato sódico (1 µM) no modificó la 

formación de EPC respecto a los experimentos control, 45,6±3,9 del control versus 

52,4±1,8 con NPS. 

Figura 4.36. Efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo (todos a 10 pM, 1 nM, 100 nM, 1 µM) 
sobre el contenido la formación de células endoteliales progenitorias a partir de células 
mononucleares de sangre periférica.  *p<0.05 respecto al control. Los resultados se muestran 
como media ± s.e.m. de 5 experimentos independientes en cada caso. 

A continuación se muestran imágenes representativas de los experimentos (figuras 

4.37 a 4.50.). 
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Figura 4.37 

Figura 4.38 
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Figura 4.39

Figura 4.40
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Figura 4.41

Figura 4.42
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Figura 4.43

Figura 4.44
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Figura 4.45

Figura 4.46
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Figura 4.47

Figura 4.48
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Figura 4.49

Figura 4.50
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4.2 Estudios funcionales de órgano aislado en aorta de rata 

4.2.1 Relajación dependiente de la concentración por TOP N53, TOP 52 y 

sildenafilo 

4.2.1.1 Anillos de aorta de rata con endotelio intacto 

Los fármacos en estudio (TOP N53 y TOP 52) y el fármaco de referencia (sildenafilo) 

indujeron relajaciones concentración dependientes en anillos de aorta de rata aislados con 

el endotelio intacto y sobre los cuales se ha desencadenado una meseta de contracción 

con FE (300 nM). 

Figura 4.51. Relajación concentración dependiente inducida por TOP N53, TOP 52 y sildenafilo 
en anillos de aorta de rata aislados con el endotelio intacto y sobre los cuales se ha desencadenado 
una meseta de contracción con FE (300 nM).  Los fármacos TOP N53, TOP 52, y sildenafilo se 
adicionan al baño de forma acumulativa alcanzando concentraciones finales de 1 pM (10-12 M) 
hasta 1 µM (10-6 M). Cada vez que se adicionaba fármaco al baño se multiplicaba la 
concentración final 10 veces y se dejaba actuar durante 30 min. Paralelamente, en un grupo de 
preparados “control temporal” o “vehículo”, sobre la meseta de contracción inducida con FE, 
se añadió en cada paso de la curva él mismo volumen de solución con igual concentración de 
DMSO que en los baños tratados con los fármacos.  En todos los baños se midió la tensión 
contráctil (mg de fuerza), durante 3,5 horas justo antes de añadir la siguiente concentración 
(cada 30 min). Los resultados se expresan como porcentaje de relajación de la tensión inducida 
por FE.  Los resultados se muestran como la media ± SEM de 16 experimentos independientes 
de sildenafilo, 19 de TOP 52 y 20 de TOP N53. El análisis estadístico de los resultados se realizó 
mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de las pruebas de Dunn. *, # p <0,05; **, ## p 
<0,01; ***, ### p <0,001. * TOP N53 versus sildenafilo, # TOP 52 versus sildenafilo. 
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El efecto relajante concentración dependiente de estos fármacos se observó cuando en 

un protocolo acumulativo se agregaron cantidades crecientes a los baños de órganos para 

conseguir concentraciones finales en el baño de órganos de 1 pM a 1 µM.  Los efectos 

relajantes de TOP N53 en concentraciones comprendidas entre 1 pM y 1 nM fueron 

mayores que las relajaciones conseguidas por las correspondientes concentraciones de 

sildenafilo, dicha diferencia fue estadísticamente significativa. Por otra parte, TOP 52 fue 

un poco más efectivo que TOP N53, si bien en este caso las diferencias no alcanzaron la 

significatividad. 

Figura 4.52.  Relajación concentración dependiente por TOP N53, TOP 52 y sildenafilo de la 
meseta de contracción inducida por FE (300 nM) en anillos de aorta de rata aislados con 
endotelio intacto. La figura muestra la regresión no lineal de los datos mostrados en la Figura 
4.51. Se ha insertado una línea que muestra un 40% de relajación. Los resultados se muestran 
como las medias ± SEM de 16 experimentos independientes de sildenafilo, 19 de TOP 52 y 20 de 
TOP N53. 

A partir de la regresión no lineal, TOP N53 indujo una relajación con un efecto 

máximo (Emax) de la tensión máxima desarrollada por FE 300 nM del 85,1% y se obtuvo 

un 50% de la relajación máxima (CE50, Concentración eficaz 50%) con 11 pM y  una 

relajación del 40% de la tensión máxima ( CI40, concentración inhibitoria 40%) con 8 

pM (Fig. 4.52, Tabla 4.2).  

En este mismo protocolo con endotelio intacto, la respuesta de relajación con TOP 52 

fue solo ligeramente superior a TOP N53 con Emax de 91,9%, CE50 de 7 pM y una CI40 

de 4 pM. 
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Test 
Fármaco 

ENDOTELIO INTACTO 
Sildenafilo TOP 52 TOP N53 

log M media s.e.m n media s.e.m n media s.e.m n 
-12 6,97 2,25 16 28,35 5,33 19 22,19 5,27 20 
-11 19,79 4,60 16 49,12 5,65 19 42,96 6,05 20 
-10 36,22 5,91 16 67,42 5,45 19 60,15 5,86 20 
-9 50,15 5,47 16 80,71 4,91 19 73,53 4,69 20 
-8 67,57 4,16 16 87,27 4,19 19 78,21 4,50 20 
-7 72,36 4,51 16 88,27 4,69 19 81,42 4,18 20 
-6 77,24 4,64 16 92,14 3,61 19 86,87 3,82 20 

Tabla 4.1. Relajación concentración dependiente por TOP N53, TOP 52 y sildenafilo de la meseta de 
contracción inducida por FE (300 nM) en anillos de aorta de rata aislados con endotelio intacto. Los 
datos corresponden a la figura 4.51. Se detallan la media aritmética del porcentaje de relajación de la 
tensión obtenida con FE, el error estándar de la media y el número de experimentos independientes 
realizados. Para más detalles consultar la descripción de la figura 4.51. 

ENDOTELIO INTACTO SIN ENDOTELIO L-NAME GLUCOSA 25 mM 

Fármaco 
CE 50 CI40 Emax CE 50 CI40 Emax CE 50 CI40 Emax CE 50 CI40 Emax 

nM nM % nM nM % nM nM % nM nM % 

Sildenafilo 0,186 0,194 79,3 20,6 >1000 36,4 5,8 95,7 51,4 20,4 863 49,1 

TOP 52 0,007 0,004 91,9 5,9 >1000 39,8 0,935 2,98 60,4 2,79 89,3 51 

TOP N53 0,011 0,008 85,1 0,218 7,53 48,7 0,267 1,41 62 0,181 0,66 64,2 

Tabla 4.2. Relajación concentración dependiente de la meseta de contracción inducida por FE (300 
nM) en anillos de aorta de rata aislados con endotelio intacto, anillos sin endotelio, en presencia de L-
NAME (100 µM), con glucosa alta (25 mM) producida por sildenafilo, TOP 52 y TOP N53. Los datos 
reflejan la concentración eficaz 50% (CE50), la concentración que induce un 40% de la relajación 
máxima (CI40) inducida por FE, y el efecto máximo relajador (Emax). Los datos se obtuvieron 
mediante las curvas obtenidas por regresión no lineal, mostradas en las figuras 4.52, 4.54, 4.56 y 4.58, 
obtenidas mediante el programa GraphPad Prism 7.2 

Sildenafilo, considerado como inhibidor PDE5 de referencia, originó una relajación 

de los anillos aórticos de rata contraídos con FE con un Emax al 79%, una CE50 de 186 

pM y una CI40 de 194 pM.  

En estas condiciones experimentales con endotelio intacto, TOP N53 y TOP 52 

superaron el efecto de sildenafilo. Así la concentración de TOP N53 y TOP 52 requerida 

para una relajación del 40% de la tensión de los preparados aórticos de rata precontraídos 

con FE en comparación con sildenafilo, fue 24 veces y 48 veces menor, respectivamente 

(Figura 4.52, Tabla 4.2). 
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4.2.1.2  Anillos de aorta de rata sin endotelio 

Tras la eliminación mecánica del endotelio de los anillos aórticos de rata, la relajación 

por los inhibidores de la PDE5, sildenafilo y TOP 52 se redujo en comparación con la 

obtenida en los preparados con el endotelio intacto (Figuras 4.51, 4.52, 4.53 y 4.54; 

Tablas 4.1, 4.2 y 4.3).  

Figura 4.53. Relajación concentración dependiente inducida por TOP N53, TOP 52 y sildenafilo 
en anillos de aorta de rata aislados sin endotelio y sobre los cuales se ha desencadenado una 
meseta de contracción con FE (300 nM).  Los fármacos TOP N53, TOP 52, y sildenafilo se 
adicionan al baño de forma acumulativa alcanzando concentraciones finales de 1 pM (10-12 M) 
hasta 1 µM (10-6 M). Cada vez que se adicionaba fármaco al baño se multiplicaba la 
concentración final 10 veces y se dejaba actuar durante 30 min. Paralelamente, en un grupo de 
preparados “control temporal” o “vehículo”, sobre la meseta de contracción inducida con FE, 
se añadió, en cada paso de la curva, él mismo volumen de solución con igual concentración de 
DMSO que en los baños tratados con los fármacos.  En todos los baños se midió la tensión 
contráctil (mg de fuerza) justo antes de añadir la siguiente concentración (cada 30 min) y 
durante un total de 3,5 horas. Los resultados se expresan como porcentaje de relajación de la 
tensión inducida por FE.  Los resultados se muestran como la media ± SEM de 6 experimentos 
independientes de sildenafilo, 7 de TOP 52 y 7 de TOP N53. El análisis estadístico de los 
resultados se realizó mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de las pruebas de Dunn.        
* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. * TOP N53 versus sildenafilo.
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Figura 4.54. Relajación concentración dependiente por TOP N53, TOP 52 y sildenafilo de la 
meseta de contracción inducida por FE (300 nM) en anillos de aorta de rata aislados sin 
endotelio. La figura muestra la regresión no lineal de los datos mostrados en la Figura 4.53. Se 
ha insertado una línea que muestra un 40% de relajación. Los resultados se muestran como las 
medias ± SEM de 6 experimentos independientes de sildenafilo, 7 de TOP 52 y 7 de TOP N53. 

Específicamente, a concentraciones menores o iguales a 10 nM de sildenafilo o TOP 

52, la respuesta de relajación después de la eliminación mecánica del endotelio fue menos 

de una cuarta parte de la observada con el endotelio intacto (Figura 4.54, Tabla 4.3). Por 

ejemplo, con TOP 52 a 1 nM,  la relajación con endotelio ascendió a una media de 80,7% 

mientras que cuando se había eliminado el endotelio la media fue de 16,5% (Tablas 4.1 

y 4.3). Sin embargo, la relajación de los anillos aórticos de rata sin endotelio por TOP 

N53 fue superior a la inducida por los inhibidores únicamente de PDE5 TOP 52 y 

Sildenafilo, si bien TOP N53 no llegó a producir una respuesta de relajación de magnitud 

similar a la observada con endotelio intacto (Figuras 4.53 y 4.54,   en comparación con 

Figuras. 4.51 y 4.52, Tablas 4.1, 4.2 y 4.3).  

Cuando se calcularon, para cada uno de los fármacos y concentraciones empleadas, 

las relaciones o ratios de relajación media (% de FE) observadas en las preparaciones sin 

endotelio respecto a las obtenidas en preparados con el endotelio intacto, estos cocientes 

fueron más altos para TOP N53 que para TOP 52 y sildenafilo, advirtiendo al mismo 

tiempo que los ratios para los dos inhibidores exclusivamente de PDE5  (TOP 52 y 

sildenafilo) no mostraron diferencias entre sí a este respecto (Figura 4.60, Tabla 4.6). En 

particular, a concentraciones menores o iguales a 10 nM, esta relación fue dos o más 
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veces mayores para TOP N53 (inhibidor de PDE5/dador de NO) en comparación con 

TOP 52 y sildenafilo. Sin embargo, en ausencia de endotelio, TOP N53 no superó el 60% 

de la respuesta de relajación registrada en presencia de endotelio. 

Test 
Fármaco 

SIN ENDOTELIO 
Sildenafilo TOP 52 TOP N53 

log M media s.e.m n media s.e.m n media s.e.m n 
-12 0,00 0,00 6 - - 7 2,36 1,05 7 
-11 0,00 0,00 6 1,49 1,32 7 9,32 3,89 7 
-10 0,93 0,59 6 7,29 3,49 7 21,85 6,34 7 
-9 6,28 2,73 6 16,54 5,60 7 33,73 7,20 7 
-8 14,03 5,70 6 21,92 7,35 7 38,50 6,54 7 
-7 26,13 8,78 6 26,04 8,67 7 42,27 6,45 7 
-6 32,80 9,39 6 36,29 11,74 7 51,16 6,56 7 

Tabla 4.3. Relajación concentración dependiente por TOP N53, TOP 52 y sildenafilo de la 
meseta de contracción inducida por FE (300 nM) en anillos de aorta de rata aislados sin 
endotelio. Los datos corresponden a la figura 4.53. Se detallan la media aritmética del porcentaje 
de relajación de la tensión obtenida con FE, el error estándar de la media y el número de 
experimentos independientes realizados. Para más detalles consultar la descripción de la figura 
4.53 

La regresión no lineal del registro de relajación (%) (Figura 4.54) permitió calcular 

una Emax de 48,7, 39,8, 36,4% de relajación para TOP N53, TOP 52 y sildenafilo, 

respectivamente, que es menor que la Emax correspondiente con endotelio intacto en 

todos los casos. La CE50 para TOP N53 (0.22 nM), TOP 52 (5.9 nM), sildenafilo (20.6 

nM) son más altas que las calculadas para el endotelio intacto (Tabla 4.2), lo que refleja 

un cambio hacia la derecha de las curvas de concentración-relajación indicando una 

potencia menor, aunque estas potencias son difíciles de comparar ya que los Emax son 

diferentes. Se calculó que la relajación del 40% de la meseta de FE (CI40) se lograba con 

7,5 nM de TOP N53 mientras que se necesitaba más de 1 µM de TOP 52 o sildenafilo 

(Tabla 4.2). Por tanto, cuando no hay endotelio se obtiene una relajación del 40% con  

concentraciones 133 veces menores de TOP N53 en comparación con TOP 52 o 

sildenafilo (Fig. 4.59)
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4.2.1.3 Anillos de aorta de rata incubados con L-NAME (100 µM) 

La inhibición farmacológica de la síntesis de óxido nítrico por L-NAME (100 µM) 

reprodujo parcialmente la alteración en la relajación de los anillos de aorta de rata 

inducida por inhibidores de la PDE5 observada en ausencia de endotelio (Figuras 4.55 y 

4.56 comparar con 4.53 y 4.54, respectivamente.  Tablas 4.2, 4.3 y 4.4). 

Figura 4.55. Relajación concentración dependiente inducida por TOP N53, TOP 52 y sildenafilo 
en anillos de aorta de rata aislados incubados con L-NAME (100 µM) y sobre los cuales se ha 
desencadenado una meseta de contracción con FE (300 nM).  Los fármacos TOP N53, TOP 52, 
y sildenafilo se adicionan al baño de forma acumulativa alcanzando concentraciones finales de 
1 pM (10-12 M) hasta 1 µM (10-6 M). Cada vez que se adicionaba fármaco al baño se multiplicaba 
la concentración final 10 veces y se dejaba actuar durante 30 min. Paralelamente, en un grupo 
de preparados “control temporal” o “vehículo”, sobre la meseta de contracción inducida con 
FE, se añadió, en cada paso de la curva, él mismo volumen de solución con igual concentración 
de DMSO que en los baños tratados con los fármacos.  En todos los baños se midió la tensión 
contráctil (mg de fuerza) justo antes de añadir la siguiente concentración (cada 30 min) y 
durante un total de 3,5 horas. Los resultados se expresan como porcentaje de relajación de la 
tensión inducida por FE. Los resultados se muestran como la media ± SEM de 6 experimentos 
independientes de sildenafilo, 6 de TOP 52 y 8 de TOP N53. El análisis estadístico de los 
resultados se realizó mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de las pruebas de Dunn.

* p <0,05* TOP N53 versus sildenafilo, + p <0,05 TOP N53 versus TOP 52
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Figura 4.56. Relajación concentración dependiente por TOP N53, TOP 52 y sildenafilo de la 
meseta de contracción inducida por FE (300 nM) en anillos de aorta de rata aislados incubados 
con L-NAME (100 µM). La figura muestra la regresión no lineal de los datos mostrados en la 
Figura 4.55. Se ha insertado una línea que muestra un 40% de relajación. Los resultados se 
muestran como las medias ± SEM de 6 experimentos independientes de sildenafilo, 6 de TOP 52 
y 8 de TOP N53. 

Test 
Fármaco 

L-NAME
Sildenafilo TOP 52 TOP N53 

log M media s.e.m n media s.e.m n media s.e.m n 
-12 0,00 0,00 6 - - 6 5,01 1,89 8 
-11 1,85 1,39 6 3,89 2,20 6 16,11 4,68 8 
-10 8,13 2,37 6 12,04 3,33 6 27,54 6,15 8 
-9 16,86 3,68 6 32,53 6,97 6 40,22 8,94 8 
-8 27,31 5,55 6 46,94 7,88 6 46,22 9,61 8 
-7 41,44 7,21 6 55,73 7,66 6 52,22 9,76 8 
-6 46,30 7,38 6 60,64 7,38 6 62,18 12,17 8 

Tabla 4.4. Relajación concentración dependiente por TOP N53, TOP 52 y sildenafilo de la 
meseta de contracción inducida por FE (300 nM) en anillos de aorta de rata aislados incubados 
con L-NAME (100 µM). Los datos corresponden a la figura 4.55. Se detallan la media aritmética 
del porcentaje de relajación de la tensión obtenida con FE, el error estándar de la media y el 
número de experimentos independientes realizados. Para más detalles consultar la descripción 
de la figura 4.55. 
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Con concentraciones de sildenafilo iguales o inferiores a 10 nM y concentraciones de 

TOP 52 iguales o inferiores a 1 nM, la respuesta de relajación en presencia de L-NAME 

fue menos del 40% de la obtenida en preparados con endotelio intacto sin inhibición de 

la óxido nítrico sintasa (Figuras 4.55 y 4.56 comparar con 4.51 y 4.52, respectivamente. 

Figura 4.59. Tablas 4.1, 4.2 y 4.4). Así, por ejemplo con TOP 52 o sildenafilo a 1 nM la 

relajación con endotelio ascendió a una media de 80,7% y 50,1% mientras que fue en 

presencia de L-NAME la relajación media fue de 32,5% y 16,9%, respectivamente (Tabla 

4.4). TOP N53 en presencia de L-NAME alcanzó un mayor nivel de relajación que el 

sildenafilo en todo el rango de concentraciones (1 pM a 1 µM) pero la superioridad de 

TOP N53 frente a TOP 52 se limitó a concentraciones menores de 1 nM (Figuras 4.55, 

4.56, Tabla 4.4). A concentraciones de 10, 100 y 1000 nM, el grado de relajación de los 

anillos de aorta de rata contraídos con FE en presencia de L-NAME (100 µM) fue 

equiparable para TOP 52 y TOP N53.  

Tampoco en este caso, en presencia de L-NAME, se consiguió con TOP N53 llegar a 

los niveles de respuesta relajante que tenía en preparados con endotelio intacto sin L-

NAME (Figuras 4.55 y 4.56,   en comparación con Figuras 4.51 y 4.52, Tablas 4.1, 4.2 y 

4.4) .  

Comparando los porcentajes de relajación media obtenidos con cada uno de los 

fármacos y para cada concentración observamos que en las preparaciones con L-NAME 

respecto a preparados con el endotelio intacto (es decir, en ausencia de L-NAME) fueron 

más altas para TOP N53 que para sildenafilo sobre el rango de concentración completo 

(1 pM a 1 µM) (Figuras 4.55 y 4.56,   en comparación con Figuras 4.51 y 4.52). Para TOP 

52, estas proporciones fueron menores que con TOP N53 a <1 nM, pero se acercaron a 

aquellas con IPDE5/NO a >1 nM. En presencia de L-NAME, TOP N53 no superó el 72% 

de la respuesta de relajación registrada en presencia de endotelio. Se constató que TOP 

52 resultó en una relajación similar a la del sildenafilo (y menos que la observada con 

TOP N53) a concentraciones ≤ 0.1 nM pero una relajación aparentemente más fuerte que 

el sildenafilo de ≥ 1nM acercándose a la relajación (%) de TOP N53. La regresión no 

lineal del registro de relajación (%) (Figura 4.56) permitió calcular la Emax de 62, 60, 

51,4% de relajación para TOP N53, TOP 52 y sildenafilo, respectivamente, que es menor 

que la Emax correspondiente con endotelio intacto. En presencia de L-NAME EC50 para 

TOP N53 (0,27 nM), TOP 52 (0,93 nM), sildenafilo (5,8 nM) son más altos que los 

calculados para endotelio intacto (Tabla 4.2), esto ya se observó en ausencia de endotelio 
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(Figura 4.59). Las concentraciones que se traducen en 40% de relajación de la meseta de 

FE (IC40) se calcularon como 1,4 nM para TOP N53, 2,98 nM para TOP 52 y 95,7 nM 

para sildenafilo (Tabla 4.2). Con L-NAME, las concentraciones requeridas para la 

relajación del 40% de los anillos aórticos de rata precontraídos con FE fueron solo 

ligeramente (2 veces) menores para TOP N53 en comparación con TOP 52, pero 68 veces 

menores para IPDE5/NO frente al IPDE5 de referencia sildenafilo. 

4.2.1.4 Anillos de aorta de rata en solución de Krebs con glucosa alta (25 mM) 

Figura 4.57. Relajación concentración dependiente inducida por TOP N53, TOP 52 y sildenafilo 
en anillos de aorta de rata aislados en una solución de Krebs con glucosa alta (25 mM) y sobre 
los cuales se ha desencadenado una meseta de contracción con FE (300 nM).  Los fármacos TOP 
N53, TOP 52, y sildenafilo se adicionan al baño de forma acumulativa alcanzando 
concentraciones finales de 1 pM (10-12 M) hasta 1 µM (10-6 M). Cada vez que se adicionaba 
fármaco al baño se multiplicaba la concentración final 10 veces y se dejaba actuar durante 30 
min. Paralelamente, en un grupo de preparados “control temporal” o “vehículo”, sobre la 
meseta de contracción inducida con FE, se añadió, en cada paso de la curva, él mismo volumen 
de solución con igual concentración de DMSO que en los baños tratados con los fármacos.  En 
todos los baños se midió la tensión contráctil (mg de fuerza) justo antes de añadir la siguiente 
concentración (cada 30 min) y durante un total de 3,5 horas. Los resultados se expresan como 
porcentaje de relajación de la tensión inducida por FE. Los resultados se muestran como la 
media ± SEM de 7 experimentos independientes de sildenafilo, 8 de TOP 52 y 7 de TOP N53. El 
análisis estadístico de los resultados se realizó mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de 
las pruebas de Dunn. * p <0,05 TOP N53 versus sildenafilo. 

La exposición de los anillos aórticos de rata a glucosa alta (25 mM) durante 60 minutos 

antes de la precontracción con FE y durante el tiempo de realización de la curva 

concentración-respuesta acumulativa de relajación evidenció una respuesta reducida al 

sildenafilo en comparación con la relajación de los anillos aórticos de rata obtenida con 
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este fármaco en preparados con endotelio intacto (Figuras 4.57 y 4.58, en comparación 

con Figuras 4.51 y 4.52, Tablas 4.1, 4.2 y 4.5). Por ejemplo, a 1 nM la relajación de 

sildenafilo se agotó en una media del 11,7% en anillos aórticos en glucosa alta mientras 

que alcanzó una media del 50,1% con endotelio intacto (glucosa 5 mM). 

Figura 4.58. Relajación concentración dependiente por TOP N53, TOP 52 y sildenafilo de la 
meseta de contracción inducida por FE (300 nM) en anillos de aorta de rata aislados incubados 
con Krebs con glucosa alta (25 mM). La figura muestra la regresión no lineal de los datos 
mostrados en la Figura 4.57. Se ha insertado una línea que muestra un 40% de relajación. Los 
resultados se muestran como las medias ± SEM de 7 experimentos independientes de sildenafilo, 
8 de TOP 52 y 7 de TOP N53. 

Test 
Fármaco 

GLUCOSA 25 mM 
Sildenafilo TOP 52 TOP N53 

log M media s.e.m n media s.e.m n media s.e.m n 
-12 0,00 0,00 7 - - 8 5,04 3,50 7 
-11 1,66 1,08 7 3,87 1,74 8 14,30 6,99 7 
-10 6,61 1,90 7 12,35 1,76 8 31,62 9,12 7 
-9 11,71 2,52 7 22,65 4,51 8 43,92 11,32 7 
-8 19,80 3,96 7 31,99 7,16 8 49,37 11,74 7 
-7 33,12 5,73 7 36,23 8,51 8 56,37 12,33 7 
-6 40,05 6,77 7 48,41 10,95 8 65,95 12,26 7 

Tabla 4.5. Relajación concentración dependiente por TOP N53, TOP 52 y sildenafilo de la 
meseta de contracción inducida por FE (300 nM) en anillos de aorta de rata aislados incubados 
con glucosa alta (25 mM). Los datos corresponden a la figura 4.57. Se detallan la media 
aritmética del porcentaje de relajación de la tensión obtenida con FE, el error estándar de la 
media y el número de experimentos independientes realizados.  
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Estas observaciones también se reflejan en las relaciones de relajación media (% de 

FE) observadas en las preparaciones expuestas a niveles altos de glucosa respecto a 

aquellas con el endotelio intacto con niveles de glucosa fisiológicos de 5 mM. 

Con glucosa alta, la relajación por sildenafilo a concentraciones menores o iguales a 

10 nM o TOP 52 en concentraciones menores o iguales a 1 nM fue menos de un tercio en 

comparación con el endotelio intacto. Para el sildenafilo, en todo el rango de 

concentración, estas relaciones de relajación media (% de FE) fueron más altas que con 

la eliminación mecánica del endotelio y más bajas que con L-NAME. En las incubaciones 

con alto contenido de glucosa, estas relaciones de relajación media fueron equiparables 

entre sildenafilo y TOP 52 (1 pM a 1 µM) (Figuras 4.60 y Tabla 4.2). Cuando los anillos 

aórticos de rata se expusieron a niveles altos de glucosa, en todo el rango de 

concentraciones (1 pM a 1 µM), la respuesta de relajación a TOP N53 fue superior a la 

de Sildenafilo y TOP 52. Con TOP N53 la respuesta de relajación también era deteriorada 

por la presencia de glucosa alta, no recuperándose los niveles de relajación obtenidos en 

preparados con el endotelio intacto con glucosa 5 mM (Figuras 4.57 y 4.58,   en 

comparación con Figuras 4.51 y 4.52, Figura 4.59, Tablas 4.1, 4.2 y 4.5) .  

Las proporciones de relajación media (% de FE) observadas en las preparaciones con 

alto contenido de glucosa respecto a aquellas con el endotelio intacto (es decir, con 

glucosa 5 mM) calculadas para cada uno de los elementos de los fármacos y 

concentraciones fueron más altas para TOP N53 que para sildenafilo o TOP 52 en todo 

el rango de concentraciones. En presencia de glucosa alta, TOP N53 no superó el 76% de 

la respuesta de relajación registrada en presencia de endotelio.  

La regresión no lineal del registro de relajación (%) (Figura 4.58) permitió calcular la 

Emax de 64, 51, 49,1% de relajación para TOP N53, TOP 52 y sildenafilo, 

respectivamente, que es menor que la Emax correspondiente con endotelio intacto. En 

presencia de glucosa alta  la CE50 para TOP N53 (0.18 nM), TOP 52 (2.79 nM), 

sildenafilo (20.4 nM) fueron más altas que los calculadas con endotelio intacto (Tabla 

4.2). Las concentraciones que se traducen en un 40% de relajación de la meseta de FE 

(CI40) se calcularon como 0,66 nM para TOP N53, 89,3 nM para TOP 52 y 863 nM para 

sildenafilo. En consecuencia, con la exposición a niveles altos de glucosa, las 

concentraciones requeridas para una relajación del 40% fueron respectivamente 1308 

veces y 135 veces mayores con los inhibidores puros de PDE5 sildenafilo y TOP 52, en 

comparación con TOP N53 (inhibidor de PDE5 / dador de NO). 
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Figura 4.59.  Comparación del efecto de los fármacos sildenafilo (A), TOP 52 (B) y TOP  N53 (C)  en 
arterias con endotelio intacto, sin endotelio, incubadas con L-NAME y con glucosa 25 mM. 
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4.2.1.4.1 Ratio de relajación respecto a curva control.   

Figura 4.60. Relación de "Relajación (%)" de los anillos aórticos de rata precontraídos con FE entre las 
diferentes condiciones de disfunción endotelial y endotelio intacto para los elementos de prueba TOP 
N53 y TOP 52 y el elemento de referencia sildenafilo. Las medias de "Relajación (%)" para una 
concentración dada de ensayo / elemento de referencia obtenido (A) sin endotelio, (B) L-NAME, (C) 
glucosa alta (Tabla 1) se dividieron por las medias de "Relajación ( %)” para la concentración idéntica 
del elemento de prueba / referencia correspondiente obtenido con endotelio intacto. Estos “ratios de 
relajación (%)” calculados se representaron frente a la concentración respectiva de los compuestos de 
prueba / referencia. 
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Ratio 
Relajación 

(%) 

Sin endotelio/Endotelio intacto L-NAME/Endotelio intacto Glucosa alta/Endotelio intacto 

Fármaco Sildenafilo TOP 52 TOP 
N53 

Sildenafilo TOP 52 TOP 
N53 

Sildenafilo TOP 52 TOP N53 

log M 

-12 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,23 0,00 0,00 0,23 
-11 0,00 0,03 0,22 0,09 0,08 0,37 0,08 0,08 0,33 
-10 0,03 0,11 0,36 0,22 0,18 0,46 0,18 0,18 0,53 
-9 0,13 0,2 0,46 0,34 0,40 0,55 0,23 0,28 0,60 
-8 0,21 0,25 0,49 0,40 0,54 0,59 0,29 0,37 0,63 
-7 0,36 0,29 0,52 0,57 0,63 0,64 0,46 0,41 0,69 

-6 0,42 0,39 0,59 0,60 0,66 0,72 0,52 0,53 0,76 

Tabla 4.6. Relación de "Relajación (%)" de los anillos aórticos de rata precontraídos con FE 
entre las diferentes condiciones de disfunción endotelial y endotelio intacto para los elementos 
de prueba TOP N53 y TOP 52 y el elemento de referencia sildenafilo.  

4.2.1.4.2 Desplazamiento de curvas por incubación con glucosa 25 Mm 

Figura 4.61. Relajación de anillos aórticos de rata precontraídos con FE (con endotelio intacto) 
preexpuestos a glucosa a 5 mM (glucosa normal) y a 25 mM (glucosa alta) por el IPDE5/NO 
TOP N53 y su metabolito IPDE5 TOP 52 . Las líneas con puntas de flecha indican el cambio en 
IC40 de glucosa normal a glucosa alta para TOP 52 y TOP N53. 

Los datos de relajación (%) para TOP N53 y TOP 52 en anillos aórticos de rata con 

endotelio intacto expuesto a glucosa normal (5 mM) y glucosa alta (25 mM) se  

representan como ajustes de regresión no lineal en la Figura 4.61, con el fin de hacer una 

comparación directa. El desplazamiento hacia la derecha de las curvas de concentración-
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respuesta de relajación en glucosa alta en comparación con las realizadas en glucosa 

normal fue más fuerte con TOP 52 en comparación con TOP N53. Esto se refleja en un 

cambio causado por niveles altos de glucosa de 82 veces en la CI40 para TOP N53 en 

comparación con un cambio de 22325 veces para TOP 52 (Figura 4.61). Por lo tanto, en 

términos de las concentraciones requeridas para una relajación del 40%, su cambio hacia 

concentraciones más altas de glucosa normal a condiciones de glucosa alta fue 272 menor 

con el inhibidor de PDE5/dador de NO  TOP N53, en comparación con el inhibidor de 

PDE5 puro  TOP 52. 

4.2.1.4.3 Efecto de ODQ sobre efecto de TOP N53 

Estos experimentos se realizaron para determinar si la Guanilato ciclasa (GC) soluble 

sensible al NO está involucrada en la relajación de los anillos aórticos de rata 

precontraídos con FE con condiciones normales o de glucosa alta. Con este fin, se añadió 

ODQ, un inhibidor de la GC soluble sensible al NO al baño de órganos a una 

concentración final de 10 µM. ODQ casi abolió la relajación por TOP N53 tanto en 

condiciones normales como altas de glucosa (Figura 4.62, Tabla 4.7). 

Figura 4.62. ODQ, un inhibidor de la GC soluble sensible al NO anula la relajación de los anillos 
aórticos de rata precontraídos con FE por TOP N53. Se preincubaron anillos aórticos de rata 
con endotelio intacto o después de la incubación con glucosa alta (25 mM) durante 60 min con 
ODQ (10 µM) seguido de TOP N53 a concentraciones acumulativas ascendentes. Los resultados 
se dieron como "Relajación (%) de FE" y se representan como la media ± s.e.m. de 18, 18, 16, 
20 experimentos para endotelio intacto, ODQ con endotelio intacto, endotelio expuesto a glucosa 
alta, ODQ con endotelio expuesto a glucosa alta, respectivamente. 
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RELAJACIÓN (% de FENILEFRINA) 

TOP N53 ENDOTELIO 
INTACTO 

ENDOTELIO 
INTACTO + ODQ 

GLUCOSA ALTA GLUCOSA ALTA  
+ ODQ

log M media s.e.m n media s.e.m n media s.e.m n media s.e.m n 

-12 23,47 5,67 18 0,07 0,07 18 5,53 1,67 16 0,79 0,43 20 

-11 47,93 9,22 18 0,91 0,49 18 24,18 5,48 16 3,77 1,31 20 

-10 59,02 9,44 18 3,82 1,00 18 36,00 7,53 16 7,38 2,35 20 

-9 66,78 8,37 18 7,34 1,34 18 42,83 8,00 16 9,32 2,74 20 

-8 71,05 7,74 18 9,56 1,52 18 47,26 7,71 16 11,29 3,04 20 

-7 76,81 6,96 18 12,11 1,53 18 51,04 7,59 16 13,74 3,19 20 

-6 83,73 6,66 18 15,26 1,84 18 53,65 7,68 16 16,10 3,44 20 

Tabla 4.7. ODQ, un inhibidor de la GC soluble sensible al NO anula la relajación de los anillos 
aórticos de rata precontraídos con FE por TOP N53. Datos correspondientes a la figura 4.63. 
Resultados expresados en porcentaje de relajación y se representan como la media ± s.e.m. 
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4.2.2 Experimentos de valoración del efecto en el curso del tiempo 

En una serie separada de experimentos, se estudió el curso temporal de la relajación 

de los anillos aórticos de rata precontraídos con FE (300 nM) mediante concentraciones 

únicas de TOP N53 (100 pM), TOP 52 (100 pM) y sildenafilo (1 nM) en preparaciones 

con endotelio intacto y glucosa normal (5 mM). 

Efecto temporal

Time (min)

0

50

100

Sildenafilo  (1 nM)

TOP 52 (0,1 nM)

TOP N53 (0,1 nM)

Control en el tiempo

7 15 30 60 90 120 180

Figura 4.63. Relajación de los anillos aórticos de rata precontraídos con FE mediante 
concentraciones únicas de los elementos de prueba TOP N53 (0,1 nM), TOP 52 (0,1 nM), 
sildenafilo (1 nM): Transcurso del tiempo. Los anillos aórticos de rata elegibles se 
precontrajeron con FE 300 nM y una vez que se alcanzó la meseta de desarrollo de la tensión 
contráctil, se añadieron los compuestos de prueba y de referencia o vehículo (DMSO al 0,1%) a 
la solución de Krebs en los baños de órganos. La tensión isométrica (mg) se midió en los minutos 
7, 15, 30, 60, 90, 120, 180 después de que se añadieran TOP N53, TOP 52 o sildenafilo a los baños 
de órganos. Los resultados se representan como la media ± SEM de 5, 9, 7, 5 experimentos con 
vehículo TOP N53, TOP 52, sildenafilo, respectivamente. 

Hubo una modesta, casi lineal, pérdida de tensión con el vehículo (0.1% DMSO) en la 

solución de Krebs que no excedió una media del 30% durante 3 horas. TOP N53, TOP 

52 y sildenafilo provocaron una relajación dependiente del tiempo con un máximo de 

aproximadamente 60 min para TOP 52 y 90 min para TOP N53 y sildenafilo y ningún 

cambio adicional hasta 180 min. Hubo una tendencia para que TOP 52 ejerza una 

relajación más rápida que TOP N53 y sildenafilo y para TOP N53 resulte en una 

relajación máxima más alta (a los 90 min) sobre TOP 52 y Sildenafilo (Figura 4.63, Tabla 

4.8) . 
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TIEMPO 

minutos 

RELAJACIÓN (% de FENILEFRINA) 

SILDENAFILO TOP 52 TOP N53 Vehículo 

media s.e.m n media s.e.m n media s.e.m n media s.e.m n 

0,01 0 0 7 0 0 9 0 0 5 0 0 5 

7 3,59 1,94 7 18,56 5,77 9 7,68 5,73 5 0,28 0,28 5 

15 7,86 1,99 7 28,87 8,49 9 13,25 5,69 5 0,37 0,37 5 

30 34,75 11,67 7 51,66 10,49 9 42,82 9,34 5 3,14 1,63 5 

60 61,35 10,26 7 76,25 9,81 9 80,35 1,58 5 9,23 2,01 5 

90 75,27 10,51 7 80,67 11,24 9 94,84 6,78 5 15,17 2,05 5 

120 79,54 9,41 7 79,78 12,40 9 89,01 10,44 5 21,15 2,85 5 

180 83,95 7,32 7 81,85 11,72 9 89,73 9,73 5 28,96 6,88 5 

Tabla 4.8. Datos correspondientes a la figura 4.64. Resultados expresados en porcentaje de 
relajación y se representan como la media ± s.e.m. 

Finalmente, con el fin de comprobar la influencia del tiempo de actuación en cada uno 

de los fármacos y en cada una de las condiciones experimentales, se procedió a comparar 

en las curvas el efecto de concentraciones crecientes de fármacos con intervalos de tiempo 

de 7 minutos con las curvas obtenidas con intervalos de tiempo de 30 minutos (figuras 

4,51 hasta la 4.57).  

En la figura 4.64 se puede apreciar cómo el efecto tiende a aumentar con el tiempo, 

pero la diferencia de efectos en concentraciones desde 1 pM hasta 1 nM es más 

pronunciada para TOP N53 que para TOP 52 y sildenafilo. Esta diferencia se reproduce 

en situaciones de endotelio intacto y también en preparados sin endotelio, en presencia 

de L-NAME y en presencia de glucosa alta (Figura 4.64 y tablas 4.9 hasta 4.12). 
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Figura 4.64. Curvas concentración respuesta de relajación por sildenafilo, TOP 52 y TOP N53 
realizadas con intervalos entre concentraciones de 7 y 30 minutos, en anillos de aorta de rata 
con endotelio intacto, sin endotelio, anillos con endotelio incubados  L-NAME (100 µM) y anillos 
en presencia de glucosa alta (25 mM).
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ENDOTELIO INTACTO - RELAJACIÓN (% de FENILEFRINA) 

Tiempo 7 minutos 30 minutos 

Fármaco Sildenafilo  n=10 TOP 52   n=11 TOP N53   n=12 
Sildenafilo  

n=10 
TOP 52   n=11 

TOP N53   

n=12 

log M media s.e.m media 
s.e.

m
media s.e.m media 

s.e.

m
media 

s.e.

m
media 

s.e.

m

-12 1,98 0,70 7,98 1,08 4,80 1,76 4,76 2,29 19,61 4,93 17,86 4,72 

-11 8,82 3,03 26,27 4,13 17,01 3,35 13,10 4,02 38,84 6,12 37,40 6,57 

-10 17,48 5,22 51,18 7,01 36,77 7,20 29,81 7,39 61,24 7,47 56,12 7,25 

-9 36,91 7,20 73,69 6,79 63,45 8,23 44,99 6,79 79,58 6,69 74,63 5,80 

-8 61,29 4,95 84,86 6,02 74,79 6,27 69,18 4,28 88,09 5,06 79,66 5,17 

-7 70,91 3,91 86,92 6,04 82,43 4,96 75,39 4,15 87,58 6,70 83,43 4,84 

-6 77,16 3,75 88,97 6,05 88,87 3,91 80,35 4,93 91,26 4,92 90,33 4,05 

Tabla 4.9. Datos de curvas concentración respuesta de relajación por sildenafilo, TOP 52 y TOP N53 realizadas con intervalos entre concentraciones de 7 y 
30 minutos, en anillos de aorta de rata con endotelio intacto. 
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SIN ENDOTELIO - RELAJACIÓN (% de FENILEFRINA) 

Tiempo 7 minutos 30 minutos 

Fármaco Sildenafilo    n=6 TOP 52   n=8 TOP N53   n=6 Sildenafilo    n=6 TOP 52   n=8 TOP N53   n=6 

log M media s.e.m media s.e.m media s.e.m media s.e.m media s.e.m media s.e.m

-12 0,83 0,65 3,17 1,82 1,90 0,94 3,86 2,13 9,92 4,36 16,09 6,29 

-11 5,09 1,61 12,60 5,22 15,32 7,46 11,21 4,60 23,68 8,62 33,32 8,36 

-10 13,11 5,15 26,32 8,84 32,82 7,00 21,74 7,39 34,38 10,32 52,66 8,17 

-9 24,06 8,39 35,77 10,44 52,07 9,79 27,15 9,26 42,35 11,23 60,83 10,34 

-8 27,81 9,62 42,79 11,18 61,12 13,09 28,69 10,13 44,43 11,05 63,51 11,85 

-7 29,38 10,08 44,50 11,08 62,40 14,20 31,82 10,57 45,26 11,12 66,31 13,63 

-6 31,88 10,47 46,52 10,98 64,31 13,16 34,05 10,84 50,35 11,55 71,48 11,36 

Tabla 4.10. Datos de curvas concentración respuesta de relajación por sildenafilo, TOP 52 y TOP N53 realizadas con intervalos entre concentraciones de 7 y 
30 minutos, en anillos de aorta de sin endotelio 
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L-NAME  - RELAJACIÓN (% de FENILEFRINA)

tiempo 7 minutos 30 minutos 

Fármaco Sildenafilo    n=7 TOP 52   n=8 TOP N53    n=6 Sildenafilo    n=7 TOP 52   n=8 TOP N53    n=6 

log M media s.e.m media s.e.m media s.e.m media s.e.m media s.e.m media s.e.m

-12 1,96 0,82 5,84 2,69 4,34 2,03 5,64 2,84 17,51 6,43 25,37 7,20 

-11 9,96 3,61 21,09 7,50 24,12 7,84 19,50 7,43 33,54 10,58 41,07 10,69 

-10 24,84 9,22 35,63 10,70 39,48 12,83 33,63 8,93 41,49 10,55 51,69 13,11 

-9 36,76 9,59 42,57 10,60 53,05 15,37 40,58 9,23 50,19 11,14 64,37 13,20 

-8 41,40 9,38 49,97 10,84 65,03 16,19 42,84 9,55 55,43 11,64 67,11 13,29 

-7 43,11 9,63 56,67 11,48 68,11 16,27 44,85 9,25 59,34 11,64 70,46 13,51 

-6 45,05 9,32 59,99 11,30 74,26 16,75 46,97 9,48 64,62 10,66 76,17 11,05 

Tabla 4.11. Datos de curvas concentración respuesta de relajación por sildenafilo, TOP 52 y TOP N53 realizadas con intervalos entre concentraciones de 7 y 
30 minutos, en anillos de aorta de rata incubados L-NAME (100 µM). 
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GLUCOSA 25 mM - RELAJACIÓN (% de FENILEFRINA) 

tiempo 7 minutos 30 minutos 

Fármaco Sildenafilo  n=10 TOP 52   n=8 TOP N53    n=9 Sildenafilo  n=10 TOP 52   n=8 TOP N53    n=9 

log M media s.e.m media s.e.m media s.e.m media s.e.m media s.e.m media s.e.m

-12 1,96 1,25 1,24 0,61 2,71 1,68 9,21 4,47 2,64 1,12 15,39 5,65 

-11 11,34 4,52 11,27 2,94 16,70 7,06 23,89 6,68 21,00 5,25 32,79 9,42 

-10 26,29 6,73 25,93 6,72 31,14 10,36 36,87 7,74 35,16 10,29 54,23 11,56 

-9 37,39 7,65 36,51 10,45 50,30 12,12 40,94 7,46 45,08 10,68 59,30 11,73 

-8 41,59 7,47 47,85 10,64 58,37 12,53 44,45 7,64 51,09 11,56 63,19 11,70 

-7 43,50 7,33 52,74 11,39 61,30 12,26 45,88 7,48 54,42 12,11 68,37 11,58 

-6 47,16 7,18 55,57 12,01 66,63 11,64 48,68 6,98 67,04 12,00 74,99 10,69 

Tabla 4.12. Datos de curvas concentración respuesta de relajación por sildenafilo, TOP 52 y TOP N53 realizadas con intervalos entre concentraciones de 7 y 
30 minutos, en anillos de aorta de rata en presencia de glucosa alta (25 mM). 
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5.1 Diabetes y daño vascular 

Las complicaciones vasculares son las principales causas de mortalidad de los 

diabéticos. Los mecanismos implicados en la patogenia de las alteraciones vasculares se 

conocen de forma incompleta; sin embargo, se sabe que la hiperglucemia, característica 

clave de la diabetes, exacerba las complicaciones macrovasculares (isquemia cardíaca, 

enfermedad cerebrovascular o insuficiencia vascular periférica)183, y constituye el 

mecanismo principal en el desarrollo de las complicaciones microvasculares como 

ceguera (retinopatía), enfermedad renal terminal, miocardiopatía diabética,  neuropatía 

periférica y pie diabético184. 

El mecanismo principal a través del cual la hiperglucemia causa o agrava el daño 

microvascular y macrovascular, es la formación de ROS intracelulares, originando como 

consecuencia una disfunción endotelial185,186 y un incremento en la apoptosis de células 

endoteliales187.  Por otra parte, las ROS juegan un importante papel en la angiogénesis188, 

funcionando como molécula clave en la señalización de la migración celular, 

proliferación y expresión génica189, además se ha correlacionado el incremento en ROS 

con la expresión de VEGF y la angiogénesis.190 La consecuencia principal de estos 

mecanismos inflamatorios y del deterioro endotelial es la disminución en la formación de 

NO. 

Actualmente, se han señalado efectos beneficiosos frente a la disfunción endotelial de 

diversas terapéuticas frente a enfermedades cardiovasculares191, encontrando así medidas 

higiénico-dietéticas como control de la dieta, reducción de peso corporal, ejercicio físico 

y cese en el hábito tabáquico, y también algunos tratamientos farmacológicos como IECA 

y estatinas192, antagonistas beta-adrenérgicos como nebivolol193, antagonistas del 

calcio193, antagonista de la endotelina-1, estrógenos y también fármacos antidiabéticos194. 

Se ha sugerido que la inhibición de la fosfodiesterasa 5 y que la vía GMPc-PKG  puede 

ejercer un efecto protector en las complicaciones microvasculares asociadas a la 

diabetes195,196. Las concentraciones de GMPc vienen determinadas por el balance entre 

su formación por la guanilil ciclasa (estimulada por óxido nítrico) y su degradación por 

las fosfodiesterasas. La exposición de la GC a estados de oxidación (por ej.: ROS) 

conlleva una reducción en la producción de GMPc y por tanto, una reducción en la 

actividad de la cinasa dependiente del GMPc (PKG). Pero, quizás lo más determinante 

en la microangiopatía diabética es que la formación de NO está disminuida, y en 
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consecuencia haya una diminución en la formación de GMPc, lo cual conduce a una 

eficacia limitada de los inhibidores de fosfodiesterasa 5.  

El presente trabajo explora por primera vez la posibilidad de mejorar la disfunción 

endotelial inducida por concentraciones elevadas de glucosa, potenciando los efectos de 

inhibición de la fosfodiesterasa 5, utilizando fármacos híbridos inhibidores de PDE5 y 

dadores de NO, que suplan la carencia patológica de NO. Con tal finalidad, y 

conjuntamente con laboratorios TOPADUR se han seleccionado dos moléculas en 

desarrollo preclínico197,37 . La primera molécula seleccionada fue el TOP N53 con una 

doble actividad funcional (molécula híbrida de éster de nitrato orgánico/inhibidor de 

PDE5). El TOP N53 se diseñó para transformarse en NO y en un metabolito activo 

denominado TOP 52, en un proceso llamado “bioactivación” y descrito por Daiber y 

Maibel198 para nitratos orgánicos ya comercializados. El TOP 52, fue la segunda molécula 

seleccionada, para realizar el estudio. Laboratorios TOPADUR enfoca el estudio hacia la 

búsqueda de fármacos, que aplicados de forma tópica sean capaces de mejorar la 

microcirculación en pacientes diabéticos con pie diabético, donde existe una disfunción 

endotelial con reducción en la formación de NO.  Ambas moléculas son inhibidores de 

PDE5 potentes, si bien el metabolito TOP 52 fue 12 veces más potente que TOP N53 

(IC50 de 0,185 nM de TOP 52, frente a 2,24 nM de TOP N53). El efecto de ambas 

moléculas se comparó con un inhibidor de PDE5 de referencia, ya comercializado, que 

fue el sildenafilo (IC50 = 8,82 nM). De esta forma, el diseño del trabajo nos permitía 

analizar los efectos de la inhibición de PDE5 en presencia o ausencia de NO liberado.  

5.2 Estudio de la angiogénesis en células microvasculares dérmicas 

humanas de diabéticos. 

La angiogénesis consiste en la formación de nuevos vasos sanguíneos debido a la 

proliferación de células endoteliales. La angiogénesis tiene un papel importante en 

eventos fisiológicos y patológicos, entre los que destaca la cicatrización de heridas y 

como mecanismos de protección frente a procesos isquémicos.199,200,201  La alteración de 

la angiogénesis puede contribuir a retrasar la cicatrización de las heridas cutáneas en 

diabéticos.202,203,204 Por ello, consideramos de interés estudiar si los fármacos 

investigados podían mejorara los marcadores de angiogénesis en células endoteliales 
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microvasculares humanas de diabéticos cultivadas in vitro y expuestas a niveles altos de 

glucosa.  

Se sabe que la proliferación de células endoteliales es el primer paso para la generación 

de nuevos vasos, así como que dentro del proceso de angiogénesis las células endoteliales 

son estimuladas para degradar la membrana basal y migrar en el estroma perivascular en 

respuesta a un aumento en factores angiogénicos, como el factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF). Dentro de los ensayos de angiogénesis in vitro destacan técnicas de 

estudio de células endoteliales en cultivo como la proliferación y la migración de células 

endoteliales, la determinación de VEGF, la formación de tubos in vitro con células 

incluidas en Matrigel, así como los niveles de apoptosis celular.205,206  En nuestro estudio, 

se constata una reducción de la migración y de la proliferación en células endoteliales 

microvasculares humanas de diabéticos expuestas a concentraciones elevadas de glucosa 

(30 mM). Asimismo, otros marcadores de la angiogénesis como la liberación de VEGF y 

la formación de tubos de células endoteliales microvasculares dérmicas obtenidas de 

pacientes diabéticos se ven reducidas en presencia de elevada concentración de glucosa. 

En línea con estos resultados descritos, en experimentos con 30 Mm de glucosa, la 

apoptosis se ve incrementada y, en consecuencia, el proceso de angiogénesis resulta 

dificultado, lo que se corresponde con lo descrito en la literatura científica207  Todos estos 

resultados conforman una batería de ensayos que nos permiten considerar una clara 

afectación del proceso de angiogénesis con la exposición a altas concentraciones de 

glucosa.  

Se ha descrito que el óxido nítrico ejerce efectos quimiotácticos y quimiocinéticos. 

Ambos son promovidos por una activación de la guanilil ciclasa soluble.208 Por otra parte, 

se ha descrito una potenciación de la angiogénesis inducida por inhibidores de PDE5.179 

TOP N53 empleado en concentraciones entre 10 pM y 1 µM invirtió de forma sostenida 

las alteraciones inducidas por la glucosa alta en los marcadores in vitro de angiogénesis. 

TOP N53 redujo la apoptosis, y mejoró la migración, la proliferación, la liberación de 

VEGF y la formación de tubos. Ahora bien, en estos ensayos, en general, TOP N53 no 

fue más eficaz que los inhibidores de PDE5 TOP 52 y sildenafilo. Únicamente, cabría 

señalar, una acción bifásica de TOP 52 y sildenafilo con una disminución de efecto a 

concentraciones más altas, mientras que en el caso de TOP N53, el efecto concentración 

dependiente se mostró continuado en todo el rango de concentraciones empleado.  
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Tomados en conjunto, estos estudios en cultivos de células endoteliales 

microvasculares dérmicas de pacientes diabéticos pueden proporcionar una evidencia 

inicial en apoyo de la hipótesis de que TOP N53, y los inhibidores PDE5 TOP 52 y 

sildenafilo, podrían recuperar la angiogénesis comprometida por los niveles elevados de 

glucosa. 

Se ha responsabilizado al estrés oxidativo aumentado en los diabéticos como causa de 

la reducción en la angiogénesis presente en el pie diabético. De hecho, en los 

experimentos in vitro que llevamos a cabo, la glucosa alta provocó un aumento de ROS. 

Aumento que se redujo de forma concentración dependiente por TOP N53, y también con 

TOP 52 y sildenafilo, todos ellos con un nivel de eficacia similar. 

Estas especies reactivas de oxígeno también se ha visto que estaban relacionadas con 

la disfunción endotelial que pasamos a a analizar a continuación. 

5.3 Estudio de las vías de disfunción endotelial 

Con la finalidad de estudiar la disfunción endotelial secundaria a niveles elevados de 

glucosa en células endoteliales microvasculares dérmicas de diabéticos y la posible 

inferencia en las vías de la disfunción endotelial, estudiamos el efecto de nuestros 

fármacos probados y de referencia sobre la expresión de GTP-ciclohidrolasa 1 

(GTPCH1), los niveles de BH4, la expresión de dimetilarginina dimetilaminohidrolasa II 

(DDAH II) y eNOS, así como la actividad del óxido nítrico sintasa dependiente de Ca2+.  

GTPCH1 es una enzima que limita la velocidad en la síntesis BH4. BH4 es un cofactor 

crítico en la síntesis de NO y citrulina a partir de arginina por la sintasa de óxido nítrico 

endotelial dimérica. De hecho, la pérdida de BH4 implica el "desacoplamiento de eNOS", 

una condición en la que la enzima monomérica genera radicales superóxido en lugar de 

óxido nítrico. Las ROS, aumentadas en los vasos sanguíneos de diabéticos y en las células 

endoteliales microvasculares humanas tras la exposición a glucosa en concentraciones 

altas, explican la oxidación de BH4 en BH2 con la consecuencia del desacoplamiento de 

eNOS y la formación de ROS amplificada. DDAH II degrada la ADMA sintetizada por 

PMRT (proteína arginina metiltransferasas). ADMA es un inhibidor endógeno de eNOS 

que se encuentra elevado en diabéticos con DE. La glucosa 30 mM durante 6 horas redujo 

la expresión de GTPCHI, DDAHII y eNOS. Tales efectos reducirían los niveles de BH4, 



155 

aumentarían la ADMA, afectarían la eNOS y finalmente reducirían el NO. Resultados 

similares fueron obtenidos por otros autores.209,210 

La preincubación con TOP N53, pero también con los inhibidores de la PDE5 TOP 52 

y sildenafilo (todos a 100 nM) restablecieron completamente los niveles de expresión de 

estas enzimas. TOP N53 pareció más eficaz que TOP 52 y sildenafilo a este respecto y 

aumentó los niveles de expresión de estas enzimas por encima de la línea de base. 

La glucosa alta redujo BH4 que fue revertido de manera concentración dependiente 

por TOP N53, TOP 52 y sildenafilo. Específicamente, después de TOP N53 (y en menor 

medida con TOP 52), los niveles de BH4 subieron por encima de la línea basal. La pérdida 

de BH4 secundaria a glucosa alta podría explicarse por el rápido aumento ROS. La 

reducción de ROS por TOP N53 y los inhibidores de PDE5, así como sus efectos para 

rescatar de la alta pérdida inducida por glucosa en GTPCH1, pueden explicar el aumento 

de BH4 por estos compuestos. 

La actividad eNOS medida a las 24 horas de glucosa 30 mM en presencia y ausencia 

de TOP N53, TOP 52 o sildenafilo representa el criterio de valoración terminal compuesto 

por los efectos sobre al menos la expresión de eNOS, GTPCHI, niveles de BH4 y ROS. 

Teniendo en cuenta que TOP N53, TOP 52 y sildenafilo rescataron de una alta 

disminución inducida por glucosa en la eNOS, la expresión de GTPCHI, así como el 

aumento de ROS, está en línea con las expectativas de que la glucosa 30 mM suprime la 

actividad endotelial de la NOS y esto se evita con los tres compuestos investigados. TOP 

N53 mostró una tendencia a ser el compuesto más eficaz a este respecto. 

En conjunto, a partir de estos estudios in vitro, se puede postular que TOP N53 (y en 

un grado similar o algo menor los inhibidores de la PDE5) protegerían de una pérdida de 

NO derivado del endotelio microvascular dérmico causada por niveles altos de glucosa, 

un sello distintivo de la disfunción endotelial. 

 

5.4 Efectos sobre GMPc en células endoteliales microvasculares 

dérmicas humanas de diabéticos 

Finalmente, se estudiaron los efectos de TOP N53, TOP 52 y sildenafilo sobre el 

contenido de GMPc endotelial. La glucosa alta durante 60 minutos redujo el contenido 

de GMPc inicial en aproximadamente un tercio de la cifra inicial, con resultados similares 
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en otros trabajos referenciados en la literatura científica.211 TOP N53 de forma continuada 

y concentración-dependiente revirtió esta pérdida en GMPc. TOP N53 fue más eficaz que 

el inhibidor de la PDE5, sildenafilo. Curiosamente, TOP 52 resultó tener un efecto 

bifásico sobre GMPc con un aumento máximo a 1 nM (Figura 4.33). Tales efectos 

bifásicos de TOP 52 también se observaron en ROS, así como en migración, liberación y 

proliferación de VEGF.  

El contenido reducido de GMPc después de un alto nivel de glucosa podría ser una 

consecuencia de una menor biodisponibilidad de óxido nítrico, quizás secundario al estrés 

oxidativo.211 También las ROS, abundantes en la vasculatura de la diabetes mellitus 2, 

pueden oxidar el Fe2+ en el hemo de la GC soluble a Fe3+, lo que conlleva una pérdida de 

la sensibilidad del NO para activar la  GC soluble y reducir la generación de GMPc. El 

aumento de GMPc por TOP N53 (y los inhibidores de PDE5) puede finalmente dar como 

resultado la mejora de los marcadores de angiogénesis así como la disfunción endotelial 

como se observó anteriormente. 

 

5.5 Estudio de formación in vitro de células progenitoras endoteliales. 

 La disfunción endotelial en la diabetes inducida por la hiperglucemia y la resistencia 

a la insulina subraya la importancia de los mecanismos de reparación endotelial en la 

diabetes. Las células progenitoras endoteliales derivadas de la médula ósea se han 

reconocido como el mecanismo endógeno implicado en la reparación endotelial y en la 

formación de nuevos vasos sanguíneos.212,213 

La incubación de células mononucleares de sangre periférica con TOP N53 y 

sildenafilo incrementó la formación in vitro de células progenitoras endoteliales, si bien 

TOP 52 indujo un incremento que no llegó a ser significativo. Ante la necesidad de 

encontrar nuevas estrategias terapéuticas para mejorar la angiogénesis terapéutica en la 

diabetes212, parece que los resultados obtenidos apoyarían también en este sentido la 

posible utilización de estos fármacos en las complicaciones microvasculares de la 

diabetes. 
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5.6 Estudio funcional en aorta de rata aislada 

Por último, exploramos los efectos funcionales de estos fármacos sobre aorta de rata 

aislada. Con el fin de explorar adecuadamente los efectos relajantes de los preparados 

arteriales, procedimos a inducir una meseta de contracción de los anillos de aorta con FE. 

Los experimentos se realizaron en cuatro grupos experimentales en los que las diferentes 

condiciones experimentales nos permitirían dilucidar el papel del endotelio vascular en 

las respuestas a los fármacos. Estos cuatro grupos básicos fueron: un primer grupo de 

anillos arteriales con endotelio intacto y una respuesta a la ACh con una relajación de al 

menos el 60% de la meseta de contracción, el segundo grupo eran anillos arteriales a los 

que se les había desprovisto mecánicamente del endotelio, el tercer y cuarto grupos se 

realizaron en presencia de L-NAME y Glucosa (25 mM), respectivamente.  

Todos los fármacos estudiados indujeron relajaciones concentración dependiente en 

los preparados aislados de aorta de rata con endotelio intacto precontraídos con FE. Cabe 

destacar que, en estas condiciones con funcionalidad plena del endotelio, el orden de 

mayor a menor potencia en su efecto relajante se corresponde con el orden de potencia 

mostrado como inhibidores de PDE5 en experimentos de ensayo enzimático realizados 

en laboratorios TOPADUR (ver apartado Introducción). Así, TOP 52 fue el más potente, 

seguido de TOP N53 y finalmente sildenafilo. Si bien, en esta comparación surge un 

hallazgo interesante, y es que si en el ensayo enzimático TOP 52 (IC50=0,185 nM) 

presentaba una potencia unas 12 veces superior a TOP N53 (IC50=2,24 nM), y una 

potencia 48 veces superior a sildenafilo (IC50=8,82 nM); en los experimentos funcionales 

encontramos que las concentraciones que indujeron el 40% de relajación fueron 4 pM 

para TOP 52, 8 pM para TOP N53 y 194 nM para sildenafilo, poniendo de manifiesto  

que TOP N53 incremento en términos relativos su potencia en comparación con TOP 52 

y de sildenafilo, mientras se mantenía la relación entre TOP 52 y sildenafilo. A partir de 

estos hallazgos nos planteamos la idea de que, en estas condiciones experimentales, una 

parte del TOP N53 puede convertirse en el inhibidor PDE5 más potente TOP 52, su 

metabolito activo. La otra parte de la molécula de TOP N53 daría lugar a la liberación de 

NO. 

Cuando las condiciones experimentales afectaban a la funcionalidad del endotelio, 

bien sea por eliminación mecánica de este o bien por incubación con el inhibidor de la 

NO sintasa L-NAME, se revelan dos hallazgos de forma constante,: el primero es que hay 
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una pérdida manifiesta del poder relajante de los fármacos estudiados, sobre todo de 

sildenafilo y TOP 52, lo cual coincide con hallazgos de otros autores214, y el segundo es 

que el orden de potencia y eficacia de los fármacos se altera de forma que el fármaco más 

potente y más eficaz es ahora el TOP N53, que aunque relaja menos que en anillos con 

endotelio intacto, sí recupera parcialmente la pérdida de la relajación que han sufrido TOP 

52 y sildenafilo. Las concentraciones necesarias para alcanzar el 40% de relajación se 

extrapolaron por regresión no lineal a 7,5 nM para la molécula híbrida TOP N53 en 

comparación con >100 nM para TOP 52 y >1000 nM para sildenafilo. Estos hallazgos 

podrían explicarse por la “bioactivación” de TOP N53 liberando NO, que potencialmente 

reemplaza la merma en la formación de óxido nítrico en células endoteliales. 

Estas últimas observaciones se reproducen también cuando los anillos aórticos de rata 

se expusieron previamente a una elevada concentración de glucosa (25 mM). La glucosa 

alta eleva el estrés oxidativo en las células endoteliales y altera la generación de óxido 

nítrico endotelial.215,216 Esto puede considerarse como un modelo celular de disfunción 

endotelial en la diabetes. De hecho, la relajación de los inhibidores de la PDE5 (TOP 52, 

sildenafilo) se vio muy afectada en comparación con el endotelio funcionalmente intacto. 

En este modelo de órgano de disfunción endotelial inducida por alta glucosa, la molécula 

de éster de nitrato orgánico / inhibidor de PDE5 TOP N53 fue superior a TOP 52 y 

sildenafilo, que inhibían exclusivamente la PDE5.  

En presencia de glucosa alta (25 mM) las concentraciones necesarias para alcanzar el 

40% de relajación fueron 0,66 nM para TOP N53 en comparación con 89,3 nM para TOP 

52 y 863 nM para sildenafilo, o dicho de otra forma, se obtuvo un resultado similar con 

concentraciones 135 y1308 veces menores de TOP N53, que de TOP 52 y sildenafilo, 

respectivamente. 

De igual forma, si examinamos la desviación a la derecha de las curvas de relajación 

observamos un aumento de la IC40 de 82 veces para TOP N53, frente a un incremento 

de 22325 veces para TOP 52.  

Para poner de manifiesto la pérdida de efecto debida al deterioro de la función 

endotelial, analizamos los resultados de los tres fármacos realizando un ratio entre 

relajaciones obtenidas en preparados con endotelio intacto y aquellas obtenidas en 

condiciones experimentales de ausencia/disfunción endotelial. Constatamos que para 

TOP 52 y sildenafilo, se obtiene unos cocientes similares, mientras que para TOP N53 la 

merma en el efecto relajante es menor en todo el rango de concentraciones, pero sobre 
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todo en concentraciones inferiores a 10 nM, señalando claramente la diferencia debida a 

la liberación de NO, frente a la simple inhibición de PDE5. 

Estos resultados sugieren con fuerza que la liberación de NO a partir de TOP N53 es 

fundamental en la recuperación de la efectividad de los inhibidores de PDE5 cuando el 

endotelio está deteriorado. 

La ratificación de que esta parte del efecto del TOP N53 conservada, a diferencia de 

los inhibidores puros de PDE5, se debía a la liberación de NO, se obtuvo mediante el 

empleo de ODQ, un inhibidor de la GC soluble que, hipotéticamente, sería estimulada 

por el NO liberado por TOP N53. Los resultados validaron nuestra hipótesis ya que ODQ 

abolió completamente el efecto de TOP N53, haciendo desaparecer la diferencia con TOP 

52 y sildenafilo.  

En conjunto, estos datos proporcionan una primera prueba de que TOP N53 mantiene 

parcialmente la eficacia en un modelo de órgano dependiente del endotelio en condiciones 

hiperglucémicas. 

Las investigaciones sobre el efecto en el tiempo mostraron un inicio rápido y un 

máximo de relajación a los 60 minutos para TOP 52, y 90 minutos para sildenafilo y TOP 

N53, el efecto se prolongaba sin cambios hasta al menos los180 minutos que duraron los 

experimentos. Adicionalmente, se estudió el efecto de los fármacos a los 7  y a los 30 

minutos de añadir la concentración de cada dosis, obviamente el efecto era mayor a los 

30 minutos que los 7 minutos; sin embargo, resulta significativo que la diferencia en el 

incremento de efecto entre dichos tiempos, es mayor para TOP N53 que para TOP 52 y 

sildenafilo, sugiriendo que la liberación de NO in situ conlleva un tiempo, y que cuando 

transcurre este tiempo mínimo necesario se obtiene con TOP N53 una potenciación del 

efecto vasodilatador añadida a la mera inhibición de PDE5.



160 

5.7 Consideraciones generales 

Este estudio nos ha permitido explorar el efecto de inhibidores de PDE5 como 

mecanismo único o asociado a la liberación de NO, en modelos experimentales de 

disfunción endotelial inducida por concentraciones altas de glucosa demostrativos de las 

alteraciones vasculares que acontecen en la diabetes. 

El presente trabajo, no está exento de limitaciones ya que los modelos experimentales, 

si bien son considerados muy valiosos, las pruebas in vitro realizadas en cultivos de 

células han de ser ratificadas posteriormente con modelos in vivo. En este sentido, la 

utilización del órgano aislado, aunque está lejos de cubrir la necesidad de los estudios in 

vivo, sí aporta cierta información adicional de la interacción de distintos tipos celulares, 

como pueden ser células endoteliales y de músculo liso vascular. La comparación de 

anillos de vasos sanguíneos con endotelio sano frente a anillos sin endotelio o bien con 

disfunción endotelial, nos ha permitido aproximarnos al previsible efecto de estos 

fármacos en pacientes con disfunción endotelial. Además, también nuestros resultados 

sugieren aspectos que pueden ser importantes en la terapéutica como la transformación 

en metabolitos activos más potentes y de la liberación de NO. 

La combinación de inhibidores PDE5 con dadores de NO como los nitratos, supone 

un riesgo grave de efectos generales como hipotensión grave y mantenida. De hecho, esto 

es una contraindicación señalada en numerosos libros de texto. El TOP N53 es un fármaco 

diseñado para su administración local en el pie diabético. Así pues, en nuestro estudio, la 

clave radica en obtener un beneficio de esta asociación in situ en el punto de acción. 

Ciertas cuestiones, como el tiempo necesario para conseguir dicha liberación de NO así 

como un mejor efecto, son cuestiones a dilucidar en experimentos futuros. También se 

deben emprender nuevos experimentos, a priori en microvasos de pacientes diabéticos o 

con disfunción endotelial que muestren los efectos de TOP 53, y a posteriori ensayos 

clínicos en paciente diabéticos con patología establecida. 
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1. La exposición a concentraciones elevadas de glucosa induce una alteración de 

células endoteliales microvasculares dérmicas humanas que se manifiesta con una 

reducción de la angiogénesis  y una disfunción endotelial.   

 

2. Los inhibidores de PDE5 sildenafilo y TOP 52, y la molécula hibrida TOP N53, 

con actividad inhibidora de PDE5 y dador de NO, inducen una recuperación 

similar de la angiogénesis y de las vías de disfunción endotelial comprometidas 

por la exposición a alta glucosa. 

 

3. TOP N53, y en menor medida sildenafilo inducen un aumento en la formación de 

células progenitoras endoteliales. 

 

4. La incubación de preparados de aorta de rata a alta concentración de glucosa 

produce un deterioro de la capa endotelial con una marcada reducción de la 

relajación de los anillos aórticos en respuesta a la inhibición de PDE5. 

 

5. TOP N53 presenta una menor reducción de su efecto relajante en anillos con el 

endotelio deteriorado. Dicho perfil de efecto más favorable es atribuible a la 

liberación de NO que estimula la guanilil ciclasa. 

 

6. El estudio temporal del efecto de TOP N53 pone en evidencia que cuando 

transcurre el tiempo necesario para la liberación de NO se produce una 

potenciación de su efecto. 
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TÍTULO:    New PDEI Drugs in Wounds  
 
Nuevos inhibidores de la fosfodiestresa  como 
vasodilatadores y antifibróticos  en el daño  cutáneo. 
    

 
INVESTIGADOR PRINCIPAL  Dr. JULIO CORTIJO GIMENO 

 
OBJETIVOS     
 
Estudiar  in vitro las acciones de dos nuevos fármacos TOP-N53 y TOP-N44 en los 
procesos de revascularización y fibrosis  que se producen en el  daño cutaneo. 
 
 
DESCRIPCIÓN DEL ESTUDIO  
 
El proyecto EUROSTARS se dedica a caracterizar y proporcionar evidencias científicas -
in vitro e in vivo - para (i) TOP-N53 y (ii) TOP-N44,  nuevos candidatos de fármacos tópicos  

(i) para acelerar la curación de heridas cutáneas crónicas, como en la úlcera del 
pie diabético y 

(ii)  para prevenir la excesiva cicatrización fibrótica cutáneas tales como cicatrices 
hipertróficas después de quemaduras o queloide.  

 
El proyecto EUROSTARS puede permitir la toma de decisiones sobre si se debe avanzar  
en la investigación de  estos compuestos en una  futura etapa de desarrollo clínico.   
 
TOP-N53 es un inhibidor de la PDE5 con un doble mecanismo de acción, por un lado, tras 
bioactivación intracelular libera oxido nítrico y por otro lado es un  inhibidor  selectivo de la 
enzima fosfodiesterasa 5. Los  inhibidores de la enzima fosfodiesterasa 5 producen 
vasodilatación y promueven la angiogénesis (nuevos vasos sanguíneos). Sin embargo, la 
eficacia de los inhibidores de la enzima fosfodiesterasa 5,   depende de la presencia de 
endotelio para producir óxido nítrico. Este último es deficiente en la diabetes, por 
destrucción del endotelio vascular. TOP-N53 podía restaurar esta deficiencia en óxido 
nítrico, permitiendo potencialmente una  mayor respuesta a los inhibidores de la 
fosfodiesterasa 5.  TOP-N53 debería mejorar la microcirculación de la herida, por lo tanto 
el  suministro de oxígeno en heridas cutáneas crónicas en la diabetes. Esto puede resultar 
en  más rápida una curación  de la herida.  
 
TOP-N44 es una  combinación de  mometasona y de un inhibidor del  enzima 
fosfodiesterasa 4 que, tras su bioactivación intracelular, libera óxido nítrico. Los inhibidores 
de enzima fosfodiesterasa 4 muestran amplia  acción anti-inflamatoria en el hombre 
(EPOC, asma, artritis psoriasis, la psoriasis en placa) y disminuyen las respuestas 
fibróticas in vitro e in vivo. En el caso de la  piel, las respuestas fibróticas excesivas son 
las responsables de las cicatrices hipertróficas o queloide.  TOP-N44 deberia –en  
sistemas experimentales- presentar  una sinérgia –como poco- aditiva entre los 
glucocorticoides y los inhibidores del enzima fosfodiesterasa 4.  Esto permitiría un 
disminución de la fibrosis de las cicatrices, mejorando la excesiva cicatrización fibrótica 
cutáneas que da lugar a las cicatrices hipertróficas después de quemaduras o queloide.  



 

  

 
METODOLOGIA 
 
Los estudios se llevaron a cabo en: 
 

1. Muestras excedentes de piel sana que procedan de pacientes, de edades entre 18-60 años, que 
acepten voluntariamente su inclusión en el estudio al ser intervenidos quirúrgicamente en el servicio 
de cirugía plástica del CHGUV, servicio de urología del CHGUV, servicio de cirugía general y 
digestiva del CHGUV; y que tras recibir información del estudio hayan cumplimentado y firmado el 
consentimiento informado, este consentimiento tiene la aprobación del comité ético de investigación 
clínica del CHGUV. Se le solicita que libremente acepte que ese trozo de su piel  por necesidades 
de tratamiento quirúrgico y ya no útil para usted y que iba a ser incinerado, este equipo investigador 
lo pueda utilizar en el presente estudio para profundizar en el conocimiento Nuevos fármacos  como 
vasodilatadores y antifibróticos  en el daño  cutáneo. Estos estudios ya no serán útiles para Ud., 
pero es posible que lo sean para futuros pacientes. 

 
2. Muestras de piel humana aisladas de tejido fibrótico (esclerótica) de los pacientes con 

fibrosis de la piel, tales como queloides, cicatrices hipertróficas de pacientes, de edades entre 
18-60 años, que acepten voluntariamente su inclusión en el estudio al ser intervenidos 
quirúrgicamente en el servicio de cirugía plástica del CHGUV, servicio de dermatología  y que tras 
recibir información del estudio hayan cumplimentado y firmado el consentimiento informado, este 
consentimiento tiene la aprobación del comité ético de investigación clínica del CHGUV. Se le solicita 
que libremente acepte que ese trozo de su piel  por necesidades de tratamiento quirúrgico y ya no 
útil para usted y que iba a ser incinerado, este equipo investigador lo pueda utilizar en el presente 
estudio para profundizar en el conocimiento Nuevos fármacos  como vasodilatadores y antifibróticos  
en el daño  cutáneo. Estos estudios ya no serán útiles para Ud., pero es posible que lo sean para 
futuros pacientes. 

 
3. Muestras de sangre de voluntarios sanos:  Usted por su condición de persona sana, presenta 

unas características que son necesarias para conocer si los posibles resultados obtenidos al final 
de este estudio son debidos al tratamiento. Si decide participar en el proyecto, se le solicita que 
libremente acepte que se le extraiga una muestra de sangre de 10 ml (1 cucharada sopera) de su 
vena del brazo para que este equipo investigador lo pueda utilizar en el  efecto de la composición 
protéica  sobre los elementos formes : monocitos. Los resultados de este estudio podrán ser útiles 
para Ud., así como para futuros pacientes. Se le recogerán las muestra de sangre durante 
extracciones  ex profeso para tal cometido.  Su participación en este estudio es totalmente voluntaria 
y no recibirá remuneración alguna. Ud puede dejar el estudio en cualquier momento y sin tener que 
dar explicaciones  a nadie de porque  lo hace. 
 

 
Si Ud. esta de acuerdo, libremente firme el consentimiento de participación en este estudio 
que para este fin se ha añadido al final de este impreso.  
 
 
RIESGOS Y BENEFICIOS 
 
EL riesgo principal asociado a la cirugía está ampliamente descrito en el anexo 
correspondiente a la autorización para dicha operación. 
 
El riesgo de la extracción de sangre puede ser una molestia en su brazo, hay algún riesgo 
de tener picores, hemorragia, hinchazón, o (raras veces) infección en el lugar de la 
inyección 
 
Con su participación en este estudio, usted va a ayudar a profundizar en la información en 
los procesos de revascularización y fibrosis  que se producen en el  daño cutaneo. Según 
su condición clínica esta información podrá o no ser aprovechada en su propia salud. 
 
 
PARTICIPACIÓN EN EL ESTUDIO 
 

  

 

 



 

  

Su participación en este estudio es totalmente voluntaria tras haber sido debidamente 
informada y documentada acerca de su naturaleza, importancia, implicaciones y riesgos. 
y será debidamente informado de la remuneración que podría percibir.  

 
Si definitivamente su decisión es la de participar en el estudio es imprescindible su 
asentimiento de forma expresa y por escrito firmando y fechando el correspondiente 
consentimiento informado y siempre con la posibilidad de ser retirado libremente en 
cualquier momento sin que ello le ocasiones perjuicio ninguno. 
 
 
CONFIDENCIALIDAD 
 
Toda la información obtenida será confidencial, los datos recogidos se introducirán, por el 
equipo investigador, en una base de datos para realizar el análisis estadístico pero su 
nombre no aparecerá en ningún documento del estudio, sólo se le asignará un número. 
 
En ningún caso se le identificará en las publicaciones que puedan realizarse con los 
resultados del estudio. Sin embargo, esta información podrá ser revisada por el Comité 
Ético de Investigación Clínica de este Hospital así como por organismos gubernamentales 
competentes. 
 
Puede ejercer su derecho de acceso y rectificación de sus datos. También, si así lo desea, 
puede ser informado de los resultados del estudio 
 
El estudio se realizará asegurando el cumplimiento de normas éticas y legales vigentes 
(Declaración de Helsinki). 
 
Si tiene alguna duda o no entiende este texto consulte antes de firmar el documento con 
El Dr. D. (investigador principal o miembro del equipo investigador en quién se delegue 
para la realización de esta función) ,con número de teléfono (número de teléfono del 
investigador principal o número de teléfono de la persona en la que se delegue para la 
realización de esta función), que es el médico responsable de esta investigación y le puede 
preguntar cualquier duda o problema que tenga relacionado con este estudio o consulte 
con sus familiares y, finalmente, si está de acuerdo firme este consentimiento. Se le 
entregará una copia. 
 
Sus datos personales serán tratados de manera confidencial, y se procesarán conforme a 
la Ley Orgánica de Protección de Datos de Carácter Personal (15/1999, del 13 de 
Diciembre). El tratamiento de toda la información obtenida en el estudio está regulado por 
las leyes nacionales e internacionales de datos y de confidencialidad. 
 
 
Fdo.: investigador principal o miembro del equipo investigador en quién se delegue 

para la realización de esta función 
 Investigador Principal del Proyecto 
 Unidad de Investigación Clínica  
 Fundación de Investigación 
 Consorcio Hospital General Universitario de Valencia  
 Tel:   número de teléfono del investigador principal o número de teléfono  

  de la persona en la que se delegue para la realización de esta función 



CONSENTIMIENTO DEL PARTICIPANTE SUJETO DE ESTUDIO 

Título del proyecto de investigación: 
ESTUDIOS DE SEGURIDAD Y EFICACIA EN PRODUCTOS COSMETICOS 
OPEN TEST-Aplicación única o repetida en abierto 
Open test bajo control dermatológico 

Yo, …………………………………………………………………………………..…… 

He leído la hoja de información anterior. 
He podido hacer preguntas sobre el estudio. 
He recibido suficiente información sobre el estudio. 

He hablado con ………………………………………………………………..………… 

Comprendo que mi participación es voluntaria. 

Comprendo que puedo retirarme del estudio: 

• Cuando quiera.
• Sin tener que dar explicaciones.
• Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Doy mi consentimiento para que este material aparezca en informes y artículos de revista 
de publicaciones médicas.  

Entiendo que: 

• Mi nombre no será publicado.
• El material no será utilizado para publicidad o embalaje.
• El material no será utilizado fuera de contexto.

Firmado ……………………….. Fecha……………………….. 
(escribir nombre y apellidos)
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