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- Resumen -






Los inhibidores de la fosfodiesterasa tipo 5 (PDE5) incrementan la actividad de la via del
NO/GMP¢ y representan un tratamiento eficaz de la disfuncion eréctil (DE) aunque su eficacia es
significativamente mas baja en pacientes diabéticos. Los canales de potasio activados por calcio (Kca)
se han identificado en tejido peneano humano y se ha propuesto su participacién en la relajacion
inducida por la via del NO/GMPc. Ademés, estos canales se han identificado en vejiga urinaria y se les
ha atribuido un papel importante en la excitabilidad y contractilidad del musculo liso de la vejiga
urinaria.

Los objetivos generales del presente trabajo fueron: 1) evaluar el efecto de la activacion de los Kca
sobre la capacidad relajadora de los inhibidores de la PDE5 en tejido de pene humano, tanto en
arterias de resistencia como en cuerpo cavernoso, y sobre la eficacia de la inhibicion de la PDES para
aumentar las respuestas eréctiles en un modelo de DE causada por la diabetes y, 2) analizar los
efectos de la activacion de los Kca sobre las contracciones neurogénicas y miogénicas de la vejiga
humana de sujetos saludables y de pacientes con sintomas del tracto inferior urinarios (LUTS) y
evaluar la eficacia de esta intervecion farmacologica para revertir la hiperactivacion de la vejiga en
ratas.

La activacion de los Kca de gran conductancia (BK) con NS-8 6 NS1619 potenci6 significativamente las
relajaciones inducidas por los inhibidores de la PDES, sildenafilo y tadalafilo en las arterias de
resistencia peneanas (ARPH) obtenidas de pacientes con DE y de donantes de 6rganos. De hecho, la
adicion de NS-8 revirtio el deterioro de la relajacion a sildenafilo en las ARPH de pacientes diabéticos.
In vivo, la activacion de los Kca combinada con la administracién de sildenafilo revirtié completamente la
DE en las ratas diabéticas. Por otra parte, las contracciones neurogénicas inducidas por la estimulacién
eléctrica (EET) en tiras de vejiga obtenida de donantes de 6rganos y de pacientes con hiperplasia
benigna de préstata (HBP) y sintomas urinarios fueron inhibidas por la estimulacion de los BK con NS-8
6 NS1619, aunque este efecto inhibitorio fue mas notable en la vejiga de pacientes con HBP. EI NS-8
revirtio la hiperactividad de la vejiga inducida por el acido acético en ratas.

La activacion de los Kca mejora la capacidad vasodilatadora de los inhibidores de la PDES en las ARPH
de pacientes diabéticos y, posibilita in vivo la recuperacion de la funcion eréctil en ratas diabéticas en
combinacion con la inhibicion de la PDES5. Por otro lado, la activacion de los BK inhibe las
contracciones neurogénicas de la vejiga de pacientes con sintomas urinarios y alivia la hiperactividad
de la vejiga in vivo sin comprometer su capacidad contractil y sin causar efectos cardiovasculares
manifiestos. Estos resultados sugieren el potencial terapéutico de la activacion de los BK en el
tratamiento de la DE diabética y de la vejiga hiperactiva, dos situaciones patologicas que

frecuentemente concurren en el hombre de edad avanzada.






- Summary -






PDES5 inhibitors enhance NO/cGMP pathway activity and represent an effective treatment of
erectile dysfunction (ED) although its efficacy is significantly lower in diabetic patients. Calcium-
activated potassium channels (Kca) have been identified in human penile tissue and have been
proposed to participate in the relaxation induced by NO/cGMP signaling pathway. Furthermore, these
channels have been identified in urinary bladder and have been suggested to play an important role in
urinary bladder smooth muscle excitability and contractility.

The objectives of this study were: 1) to evaluate the influence of Kca activation on the ability of PDES
inhibitors in human penile tissues, both penile resistance arteries and corpus cavernosum, and the
effectiveness of PDES inhibition to increase erectile function in a model of ED caused by diabetes and
2) to analyse the effects of Kca activation on neurogenic and myogenic contraction of human bladder
from healthy subjects and patients with lower urinary tract symptoms (LUTS) and to evaluate its efficacy
in reversing bladder hyperactivity in rats.

Stimulation of large-conductance Kca (BK) with NS-8 or NS1619 significantly potentiated relaxation
induced by PDES inhibitors, sildenafil and tadalafil in penile resistance arteries (HPRA) collected from
patients with ED and organ donors. In fact, the addition of NS-8 recovered the impaired relaxation to
sildenafil in diabetic HPRA. In vivo, activation of Kca combined with sildenafil completely reversed ED in
diabetic rats. Moreover, ETS-induced neurogenic contractions were inhibited by BK activation with NS-8
or NS1619 in bladder strips obtained from organ donors and from men with benign prostatic hyperplasia
(BPH), although this inhibitory effect was more marked in the bladder from BPH patients. NS-8 reversed
bladder hyperactivity induced by acetic acid in rats.

Activation of Kca improves vasodilatory capacity of PDE5 inhibitors in HPRA from diabetic patients,
resulting in the recovery of erectile function in vivo in diabetic rats in combination with PDE5 inhibition.
Furthermore, BK stimulation inhibits neurogenic contractions of the bladder in patients with urinary
symptoms and relieves overactive bladder in vivo without compromising bladder contractile capacity and
without exerting manifest cardiovascular effects. These results suggest the potential therapeutic
relevance of BK activation in the treatment of diabetic ED and overactive bladder, two pathological

conditions that frequently coexist in elderly men.
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Introduccion

Anatomia funcional del pene

El pene es un 6rgano con dos funciones, urinaria y sexual. Esta formado por tres estructuras
cilindricas compuestas de tejido eréctil y revestidas por la fascia de Buck: dos cuerpos cavernosos y un
cuerpo esponjoso situado en la parte ventral. Este envuelve a la uretra y se expande distalmente para
formar el glande del pene. Los cuerpos cavernosos se inician en las ramas isquiopubianas, con el
bulbo esponjoso en el centro.

La tunica albuginea forma un recubrimiento fibroso para el tejido eréctil del cuerpo cavernoso y del
cuerpo esponjoso. El interior de los cuerpos cavernosos y el cuerpo esponjoso estan constituidos por
tejido eréctil también conocido como tejido trabecular. El tejido cavernoso presenta el aspecto de una
esponja con una red de espacios cavernosos conectados entre si, los cuales también son
denominados senos cavernosos, espacios lacunares o sinusoides.

Los espacios cavernosos se encuentran revestidos de endotelio vascular y estan separados por
trabéculas, que a su vez se componen de haces de fibras de muasculo liso con una matriz extracelular

formada por elastina y colageno (fig. 1) (Anderson y col., 1995)

Fascia de Buck Wena dorzal superficial

Vena daorsal profunda

Tdnica

alb

Sinusoides

Ly ety a Cuer po espo r|j Q50

Fig. 1. Corte transversal del pene
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Control neurovascular de la ereccion

La ereccidn es una respuesta fisiolégica en la que participan mecanismos neurovasculares y

endocrinos. Las arterias cavernosas proporcionan sangre al cuerpo cavernoso del pene (a partir de la

arteria pudenda) y las venas subtunicales corren a través de la tunica albuginea permitiendo el drenaje.

Durante la ereccion, la relajacion del musculo liso trabecular resulta en el incremento del flujo

sanguineo en el cuerpo cavernoso y una expansion de los sinusoides. Esta expansion causa una

compresion mecanica de las venas subtunicales, la cual impide el drenaje de la sangre y por

consiguiente el pene alcanza la fase de rigidez por el acimulo de sangre en el mismo (fig. 2).

ilatacién d Relajacion del
o i:\tr?g:r?:s © musculo liso
trabecular
! FLUJO cavernosas y G
Musculo liso | Arteria helicinas
trabecular avernosa

Arteria

/helicina

[

Venas
subtunicales

1DRENAJE

albuginea

Elongacion de las

: . venas subtunicales
Flacidez Ereccion

IDRENAJE

Fig. 2. Representacion esquematica de las estructuras imgdidas en la ereccionA la

izquierda el pene aparece en flacidez, estado euneslpredomina el tono constrictor en el
musculo arterial y trabecular. Esto condiciona sta@o de bajo flujo y baja presion en los
espacios lacunares. A la derecha se represengmelgm ereccion, con vasodilatacion arterial
(arterias cavernosa y helicinas) y relajacion dékculo trabecular con expansion de los
espacios lacunares y la tanica albuginea. Estoa llavla elongacion de las vénulas
subtunicales con disminucién de su calibre, queeatanla resistencia al flujo de salida

(mecanismo veno-oclusivo).

El flujo sanguineo peneano esta controlado por el sistema nervioso central y periférico. La

ereccion, que se presenta como resultado de estimulos visuales, auditivos, tactiles y olfatorios asi

-4 -



Introduccion

como por fantasias, es controlada por el Sistema Nervioso Central mediante nucleos localizados
principalmente en el tAlamo y en el area predptica medial del hipotalamo rostral.

Los vasos sanguineos, asi como las fibras musculares intrinsecas del pene y la musculatura estriada
regional, dependen de un doble control periférico: el simpatico toracico-lumbar, localizado entre T12 y
L2, el cual es responsable de la inervacion simpatica autonoma del pene, y el parasimpatico
lumbosacro localizado entre S2 y S4, el cual es responsable de la inervacion parasimpatica. Los
axones parten de estos centros y se combinan para formar los plexos hipogéstrico y pélvico, los que a
su vez son responsables de la inervacion de la vejiga, prostata y recto, ademas del pene (fig. 3). Los
nervios cavernosos incorporan fibras nerviosas simpaticas y parasimpaticas que se originan en estos
plexos. Desde el punto de vista anatdmico, se encuentran localizados en la superficie postero-lateral de
la prostata y cursan hacia el pene para inervar los cuerpos cavernosos, el cuerpo esponjoso y las
arterias cavernosas. Estos nervios tienen terminaciones nitrérgicas que son responsables de la

liberacion local de 6xido nitrico (NO) en el musculo liso trabecular.

Sirmpathco
Mervio hipogastrico

Parasirnpatic o

Meryios |:|E| u

Sormatico

Fig. 3. Control neurogénico de la ereccion. EI pk® pélvico es la via neuronal
fundamental en la generacién de la ereccion.

Fisiologia de la funcion eréctil

En respuesta a un estimulo central, las terminaciones nerviosas y el endotelio liberan
sustancias que relajan el musculo liso del pene (arterial y cavernoso) este fenémeno produce la
dilatacién de las arterias (la arteria cavernosa y las arterias helicinas), aumentando el flujo sanguineo y
la perfusion a los espacios lacunares. Momentos después de la dilatacién arterial se relaja el musculo

liso cavernoso, lo que provoca la expansion de los espacios lacunares que, al presionar sobre la tinica

-5-
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albuginea, producen la oclusion del sistema venoso, facilitando la acumulacion de sangre en el pene y
por tanto la ereccidn (Simonsen y col., 2002; Saenz de Tejada y col., 2004; Saenz de Tejada y col.,
2005). Para que tenga lugar la vasodilatacion y relajacion y, por tanto, una funcién eréctil adecuada, es
necesario que la capacidad funcional tanto de las arterias como del cuerpo cavernoso esté

completamente preservada (fig. 2).

Papel del NO y la via del GMP¢

El éxido nitrico (NO) es una molécula sintetizada por varios tipos celulares diferentes que
regula diversos procesos fisiologicos como la relajacion del musculo liso, la actividad plaquetaria, la
neurotransmision central y periférica y las acciones citotéxicas de las células inmunes (Moncada y col.,
1991; Moncada y col.,1995).

El enzima encargado de la sintesis de NO es la sintasa de NO (NOS), que utiliza la L-arginina como
substrato para producir NO y L-citrulina, con requerimiento de oxigeno, NADPH vy tetrahidrobiopterina.
Se han identificado tres isoformas de la NOS: dos constitutivas, la neuronal (nNOS; NOS 1) y la
endotelial (eNOS; NOS Ill), que se expresan en el sistema nervioso y las células endoteliales,
respectivamente. Ambas isoformas requieren calcio-calmodulina para su actividad. La tercera isoforma
(iNOS; NOS 1) no es dependiente de calcio, es inducible y se puede expresar en una gran variedad de
tejidos en respuesta a mediadores de la inflamacion y productos bacterianos (Moncada y col., 1991;
Moncada y col. 1995).

La nNOS se expresa en los nervios colinérgicos del pene y la eNOS se expresa en el endotelio
vascular y trabecular de este 6rgano (Burnett y col., 1992; Burnett y col., 1993; Dail y col., 1995;
Hedlund y col., 1999; Hedlund y col., 2000a; Stanarius y col., 2001). La iNOS sdélo se detecta en el
musculo liso urogenital tras la exposicion del tejido peneano a estimulos inflamatorios (Cellek y col.,
1997).

Los nervios parasimpaticos que contienen nNOS vy liberan NO como un neurotransmisor junto a la
acetilcolina, se denominan actualmente, nitrérgicos (Moncada y col., 1997; Hedlund y col., 1999). La
estimulacién del nervio cavernoso activa las fibras nerviosas nitrérgicas y provoca la liberaciéon de NO
por parte de éstas (Ignarro y col., 1990; Leone y col., 1994), causando la relajacién del musculo liso. La
inhibicion de la sintesis de NO previene, in vitro, la relajacién inducida por la estimulacién de las
terminaciones nitrérgicas en el cuerpo cavernoso y las arterias peneanas (Ignarro y col., 1990;
Holmquist y col., 1991a; Kim y col, 1991; Pickcard y col., 1991, Rajfer y col., 1992).

Consecuentemente, la respuesta eréctil producida por la estimulacion del nervio cavernoso o a nivel
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espinal, se previene tras inhibir la sintesis de NO (Holmquist y col., 1991b; Burnett y col., 1992; Finberg
y col., 1993; Trigo-Rocha y col., 1993).

La presencia de eNOS en el endotelio de los sinusoides del cuerpo cavernoso y de los vasos
sanguineos peneanos, constituye otra fuente de NO en el tejido eréctil. EI aumento del flujo sanguineo
peneano cuando comienza la ereccidn, puede producir un fenémeno conocido como “shear stress” y
que consiste en que el flujo sanguineo ejerce una serie de fuerzas tangenciales sobre la pared arterial
que son mas intensas cuando el flujo aumenta. El endotelio reacciona ante este hecho produciendo la
activacion de la proteina quinasa, Akt (también conocida como PKB), que fosforila la eNOS causando
su activacion y, por tanto, facilitando la liberacion de NO (Hurt y col., 2002). Por otra parte, cuando la
sangre oxigenada entra en el cuerpo cavernoso, las sustancias circulantes como la bradiquinina o el
oxigeno pueden activar la produccion de NO endotelial. En base a estos fundamentos, se acepta
generalmente que el NO liberado de las terminaciones nerviosas es responsable del inicio de la
relajacion del musculo liso y la ereccion, mientras que el NO derivado del endotelio es responsable de
mantener la ereccion (Saénz de Tejada y col., 2004).

Aunque es indudable el papel de la nNOS en el proceso de la ereccidn, inesperadamente se observo
que los ratones “knock-out” para la nNOS (no pueden expresar esta proteina) eran fértiles y
presentaban una producciéon de NO normal en la respuesta neurogénica (Burnett y col., 1996). Este
hecho contradictorio se aclaré cuando se descubri6 la existencia de una variante de la nNOS, la nNOS
peneana o PnNOS, que se expresaba en el pene de los ratones “knock-out” para la nNOS (Gonzalez-
Cadavid y col., 2000).

La molécula diana del NO no es un receptor de membrana, sino que atraviesa ésta y se une a la
enzima citoplasmatica guanilato-ciclasa soluble (GCs) en el musculo liso. EI NO induce un cambio
conformacional en la enzima que aumenta su actividad (Hobbs, 1997). La activacion de la GCs
estimula la conversion del guanosin-5'-trifosfato (GTP) a guanosin 3°,5" monofosfato ciclico (GMPc). La
acumulacion de GMPc en la célula muscular lisa lleva a una cascada bioquimica intracelular que
finaliza con una alteracion en la permeabilidad de los canales de calcio y potasio, cuyo resultado final
es la disminucion de la concentracidn de calcio citosolico causando la relajacion del musculo liso y, por
tanto, aumentando el flujo sanguineo en el pene (Saenz de Tejada y col., 2004) (fig. 4).

La proteina quinasa dependiente de GMPc (cGK ¢ PKG) se activa tras el incremento de los niveles
intracelulares de éste Ultimo. Se han identificado 2 isoformas: ¢GKl y ¢cGKIl (Lohmann y col., 1997). Se
han detectado altos niveles de cGKI en células musculares lisas vasculares e intestinales (Keilbach y
col., 1992). La familia de cGKI consiste en dos subunidades (cGKla y cGKIf3). Aunque cGKla y cGKIB
difieren en la distribucion y en las propiedades funcionales, ambas subunidades estan presentes en la
musculatura lisa del tejido cardiovascular (Sausbier y col., 2000; Munzel y col., 2003) y en la
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musculatura lisa del estroma fibromuscular de la préstata humana (Waldkirch y col., 2007). También se
ha detectado una importante expresion proteica de cGKl en el cuerpo cavernoso de ratas y conejos
(Bivalacqua y col., 2007; Chang y col., 2004) y se ha localizado su presencia en el musculo liso arterial
y trabecular del cuerpo cavernoso humano (Klotz y col., 2000). La importancia de esta via en la
fisiologia de la ereccién se ve reforzada por el hecho de que los ratones “knock-out” para la cGKl tienen
una capacidad de reproduccién muy baja y su cuerpo cavernoso no relaja tras la activacion de la via
del NO/GMPc (Hedlund y col., 2000b).

Nervio nitrérgico

Endotelio

Ca?z* Nat/K+*-ATPasa

canales de Ca2*

/ Hi 'I
iperpolarizacion
V[Ca 2*].

GMP
J - ‘sensnbllldad al Ca%te__
E— /( < - CGMP
\. A ~ Ca2+ @J \
— A
Caz"-ATPasa ‘\ 3<\‘
IP3-Receptor

Relajacién Mdusculo liso peneano

Fig. 4. Representacion esquemética de los mecanisniplicados en la relajacion del
musculo liso peneano por la via del GME NO= o6xido nitrico; Na+/K+-ATPasa= bomba
de sodio; GC= guanilato ciclasa; IP3= inositol tribsfato; cGK= proteina quinasa
dependiente de GMPc; PKA= proteina quinasa A; PLBfosfolamban; PLC= fosfolipasa
C.

La via del AMPc

Las prostaglandinas E (PGEs y PGE2) (Daley y col., 1996; Moreland y col., 2001) y la
prostaciclina (PGl2) (Hedlund, 1985a; Jeremy, 1986) sintetizadas por el musculo liso y el endotelio, el
polipéptido intestinal vasoactivo (VIP) en los nervios autondmicos (Ottesen, 1984; Hedlund, 1985b), asi
como las catecolaminas (noradrenalina y adrenalina) circulantes y neuronales (Adaikan, 1981),

estimulan receptores especificos acoplados a proteinas Gs que activan la enzima adenilato-ciclasa
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(AC), que cataliza la conversion de ATP en AMPc (Zaccolo, 2009; Calebiro y col., 2010). Aunque
parece que, en la respuesta eréctil fisiologica, la via del AMPc no juega el papel predominante, la
estimulacion de esta via produce una relajacion eficaz del musculo liso peneano y una respuesta eréctil
efectiva. Lo mas probable es que la activaciéon coordinada de ambas vias, la del GMPc y la del AMPc,

sea responsable de la ereccidn fisioldgica (Kim y col., 2000; Uckert y col., 2004) (fig. 5).

PGE

Ca?* K*

Hiperpolarizacion

v [C32+]. cAMP
% Jsensmllldad al Ca2* PKG

Musculo liso peneano

Relajacion E

Fig. 5. Representacion esquematica de los mecanismos invatados en la relajacion del
musculo liso peneano por la via del AMPcNE= norepinefrina; E= epinefrinaz-BDR=
receptor adrenérgico;REP,/EP,-R= receptor prostanoide para la prostaglandiraEpVIP-
R= receptor para el péptido intestinal vasoact&@G= adenilato ciclasa; Gs= proteina G
estimuladora; PKA= proteina quinasa A.

Hiperpolarizacion de la célula muscular lisa

La hiperpolarizacion es cualquier cambio en el potencial de membrana de la célula, que hace
que esté mas polarizada. Es decir, la hiperpolarizacién es un incremento en el valor absoluto del
potencial de membrana de la célula. Asi pues, los cambios en el voltaje de la membrana en los que los
potenciales de membrana son mas netamente positivos 0 negativos, son hiperpolarizaciones. La
hiperpolarizacion del musculo liso causa la clausura de los canales de calcio dependientes de voltaje
presentes en la membrana plasmatica, lo que previene la entrada de calcio extracelular, causando la

reduccion de la concentracion intracelular de calcio y la consecuente relajacion del musculo liso
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vascular o trabecular. La apertura de los canales de potasio sensibles a ATP (Katp) 0 de los canales de
potasio activados por calcio (Kca) causa la relajacion del musculo liso vascular. En el cuerpo cavernoso
humano se ha demostrado la existencia, a nivel funcional, de estos dos tipos de canales (Christ y col.,
1993). La estimulacidén farmacologica de los canales Karp produce la relajacién del musculo liso
peneano arterial (Ruiz Rubio y col., 2004) y trabecular (Venkateswarlu y col., 2002). De hecho, la
administracion intracavernosa de un activador de los Katp, PNU-83757, causa respuestas eréctiles en
pacientes con disfuncion eréctil (Vick y col., 2002). La activacion de los Kca de gran conductancia, que
también se conocen como maxi-K 6 BK, produce la hiperpolarizacion y relajacion del cuerpo cavernoso
humano (Spektor y col., 2002).

Esta apertura de los Kca puede ser provocada por la proteina quinasa AMPc- dependiente (PKA), por la
proteina quinasa GMPc-dependiente (cGK) o por el propio GMPc. En células musculares lisas del
cuerpo cavernoso humano se ha observado una activacion de los canales BK por la PGE+ (Lee y col.,
1999) y por el NO (Lee y col., 2001), siendo mediados dichos efectos por AMPc y GMPc,
respectivamente. Independientemente de este mecanismo, provocado por la accién de los nucleétidos
ciclicos, se ha propuesto que el NO puede estimular directamente la apertura de los canales de potasio
asi como la actividad de la bomba de sodio (Na*/K*-ATPasa). Este ultimo mecanismo se ha
demostrado en el cuerpo cavernoso humano (Gupta y col., 1995). La Na*/K*-ATPasa es electrogénica,
debido a que extrae 3 cargas positivas (3 Na*) e internaliza solamente 2 cargas positivas (2 K*). La
actividad de la Na*/K*- ATPasa causa la hiperpolarizacion de la célula, cerrando los canales de calcio
del mismo modo a la accién descrita para los canales de potasio.

La hiperpolarizacion del musculo liso juega un papel importante en la relajacion dependiente de
endotelio en las arterias de resistencia del pene humano, que es parcial o totalmente resistente a
inhibidores de la NOS y de la sintesis de prostaglandinas (Angulo y col., 2003a), y puede tener lugar
sin un aumento de los niveles de los nucledtidos ciclicos en las células musculares lisas. Este
componente de la relajacion endotelial se previene bloqueando los canales Kca 0 impidiendo la
hiperpolarizacion con una concentracion elevada de potasio extracelular (Angulo y col., 2003a; Eichler
y col., 2003; Grgic y col., 2009; Garland y col., 2011) y se debe muy probablemente a un factor
hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF), que abre los canales Kca y produce hiperpolarizacion y
vasodilatacion (fig. 6). La relevancia del EDHF (Chen y col., 1988; Félétou y col., 1988) en la relajacion
endotelial se ha demostrado en varios vasos sanguineos de diferentes especies, incluyendo la
humana, jugando un papel importante en la fisiologia cardiovascular. La contribucién de las respuestas
mediadas por el EDHF como un mecanismo de relajacion dependiente de endotelio aumenta en cuanto
el calibre del vaso disminuye, y ademéas se ha observado que en los lechos vasculares coronarios y

renal el EDHF desempefia un papel especialmente relevante. No se ha dilucidado la naturaleza del
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EDHF, aunque se han propuesto diversos candidatos, como los derivados del acido araquidénico, los
acidos epoxyeicosatrienoicos, originados por la actividad de las citocromo P450 oxigenasas
(Rosolowsky y col., 1993; Hecker y col., 1994; Fisslthaler y col., 1999; Archer y col., 2003), el ion
potasio (Edwards y col., 1998; Beny y col., 2000; Nelli y col., 2003), el peréxido de hidrégeno (H20) en
arterias mesentéricas humanas y de ratén (Matoba y col., 2000, Matoba y col., 2002) y en microvasos
coronarios de cerdo (Matoba y col., 2003), la anandamida (Randall y col., 1998; Randall, 2003) y el
péptido natriurético de tipo C (CNP) (Chauhan y col.,2004; Villar y col., 2007; Kun y col., 2008).

ACh, BK

Célula Endotelial

I K+
GCq \.

GMPC“GTP
Hiperpolarizacion

ATP  AMP —>1Ca’Z
Relajacion
Célula Muscular Lisa

Fig. 6. Representacion esquematica de la relajaci@ndotelial La activacion del receptor
endotelial (R) induce el influjo de &aal citoplasma de la célula endotelial. Los agasist
incrementan el inositol trifosfato @Pcontribuyendo al incremento del Caitoplasmatico
por su liberacién desde el reticulo sarcoplasniR®). Después de la interaccion con la
calmodulina, el C4 activa a la 6xido nitrico sintasa (NOS). Una cdachioquimica
diferente promueve la liberacion del factor hipdéapeante derivado del endotel{&EDHF).
Este incremento de €a en la célula endotelial también promueve la foidracde
prostaciclinas (PG) a partir del &cido araquidénico (AA) por la cimkigenasa. EI NO causa
relajacion al estimular la formaciéon de GMR partir de GTP. La prostaciclina causa
relajacion al activar la formacion de AMPa partir del ATP. EI EDHF causa
hiperpolarizacion y relajacion por la apertura de tanales K (Imagen modificada de
Boulanger y col., 1997).

También se ha sugerido que la elevacion del calcio intracelular en la célula endotelial en respuesta a

los vasodilatadores endoteliales causa una activacion de los canales Kca (Félétou, 2009; Grgic, 2009).
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Asi se produce la hiperpolarizacion del endotelio, que se transmite al musculo por medio de uniones
intercelulares (uniones gap) mioendoteliales (Ungvari y col., 2002), causando la relajacién arterial. En
este escenario, el papel fisiolégico real del EDHF en la regulacién del tono vascular no esta
completamente esclarecido, debido al desconocimiento de su auténtica naturaleza y a la ausencia de
inhibidores especificos. Sin embargo, se ha establecido que las respuestas mediadas por EDHF en las
arterias peneanas humanas son potenciadas por el agente angioprotector, dobesilato de calcio (Angulo
y col., 2003a). La administracion intravenosa de este farmaco también aumenta las respuestas eréctiles
in vivo en ratas, lo que sugiere un papel fisiolégico del EDHF en la ereccion, una idea reforzada por el
hecho de que la co-administracion de dobesilato potencia significativamente la eficacia del sildenafilo
para revertir la disfuncion eréctil en ratas diabéticas (Angulo y col., 2005).

Fosfodiesterasas

En las vias de sefializacion del GMPc y del AMPc las enzimas fosfodiesterasas (PDEs) regulan
los niveles de nucledtidos ciclicos hidrolizando su enlace fosfo-di-éster, degradando el GMPc y AMPc y,
dando lugar a GMP y AMP, respectivamente. Asi finalizan las acciones (relajacion) de los nucleotidos
ciclicos. La clase de las PDEs esta integrada por 11 familias designadas del 1 al 11, que presentan uno
0 varios genes (21 genes distintos) (Lin y col., 2003; Montorsi y col., 2004) designados con letras de A
a D que a su vez pueden tener variaciones en la maduracion del ARNm, que dan lugar a variantes
designadas por numeros: por ejemplo PDE5A1. La PDE1, PDE3, PDE4, PDE7 y PDE8 son familias
multigénicas, mientras que la PDE2, PDES, PDE9, PDE10 y PDE11 son familias de un solo gen. Se
clasifican por su especificidad o preferencia por AMPc 6 GMPc, por los requerimientos, los
moduladores alostéricos y el efecto de inhibidores conocidos. PDE4, PDE7 y PDES sélo hidrolizan
AMPc; PDE5, PDE6 y PDE9 hidrolizan Unicamente GMPc; y PDE1, PDE2, PDE3, PDE10 y PDE11
pueden hidrolizar ambos nucleétidos ciclicos. En la familia de la PDE3 aunque el GMP¢ es capaz de
unirse al centro catalitico de estas enzimas, la baja velocidad de hidrolisis hace pensar que en este
caso la funcién fisiologica de este nuclettido es la de inhibir la hidrdlisis del AMPc por parte de esta
fosfodiesterasa (Manganiello y col., 1995; Francis y col., 2001; Conti y col., 2007). En el tejido peneano
humano, se ha detectado, a nivel de ARN mensajero (ARNm), la presencia de PDE1A-C, PDE2A,
PDE3A, PDE4A-D, PDE5A, PDE7A, PDESA y PDE9A (Kiithe y col., 2001). En experimentos
bioquimicos de hidrdlisis de AMPc y GMPc en tejido peneano humano, empleando técnicas de
purificacion cromatogréfica, se ha detectado la actividad de PDE2 (AMPc/GMPc y estimulada por
GMPc), PDE3 (AMP¢ e inhibida por GMPc) y PDE5 (especifica de GMPc) (Wallis y col., 1999). Sin
embargo, mediante el empleo de inhibidores selectivos también se ha sugerido la presencia de
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actividad PDE4 (especifica de AMPc) en las células del cuerpo cavernoso humano (Bivalacqua y col.,
1999). Ademas, la inhibicion de esta isoenzima potencia las respuestas eréctiles mediadas por AMPc
en gatos (Bivalacqua y col., 1999) y provoca la relajacién del cuerpo cavernoso de mono y humano
(Lau y col., 2007). Por otra parte, es necesario apuntar que el patron de actividad fosfodiesterasa varia
con la especie estudiada, ya que, en el cuerpo cavernoso de conejo, se ha observado actividad de
PDE1, PDE2 y PDE5, mientras que no se ha detectado actividad de PDE3 (Qiu y col., 2000), aunque la
inhibicion de la PDE4 con rolipram también provoca la relajacion de este tejido (Sparwasser y col.,
1994).

La fosfodiesterasa tipo 5 (PDES) hidroliza especificamente GMPc y se expresa en el tejido peneano,
tanto en el cuerpo cavernoso como en las arterias de resistencia peneanas, siendo la principal
encargada de regular los niveles de GMPc en el tejido eréctil (Boolell y col., 1996). Su inhibicion
provoca el incremento de la actividad de la via NO/GMP¢ potenciando la relajacion del musculo liso
peneano y la ereccion del pene en respuesta a la estimulacion sexual (Ballard y col., 1998). Los
inhibidores de la PDES constituyen actualmente la principal herramienta terapéutica en el tratamiento
de la disfuncién eréctil (Eardley y col., 2002; Corbin y col., 2004; Fazio y col., 2004; Francis y col.,
2005; Carson, 2006; Fusco y col., 2009; Dorsey y col., 2010; Giovannoni y col., 2010). Aunque los
inhibidores de la PDE5 muestran una elevada eficacia clinica en el tratamiento de la disfuncidn eréctil,
esta eficacia es significativamente mas baja en algunos grupos especificos de pacientes, como los
pacientes diabéticos (Rendell y col., 1999; Saenz de Tejada y col., 2002; Goldstein y col., 2003;
Fonseca y col., 2004; Lau y col., 2006; Nhera, 2009; Cho y col., 2010). Por lo tanto, se hace necesario
disponer de estrategias terapéuticas alternativas para mejorar la eficacia de los tratamientos

disponibles para los pacientes diabéticos con disfuncion eréctil.

Canales de potasio activados por calcio (Kca) en tejido eréctil
humano

Como se ha mencionado anteriormente, la activacién de los canales de potasio produce la
hiperpolarizacion de las células musculares lisas y, consecuentemente, la relajacién del tejido eréctil.
Este modo de promover la relajacion del musculo liso peneano puede representar una estrategia

alternativa o complementaria a la estimulacion de la via del NO/GMPc.
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Clasificacion y caracteristicas de los canales de potasio

Representan la categoria més diversa de los canales ionicos, con més de 20 subtipos

descritos. Se expresan en todas las células conocidas y juegan un importante papel en el
mantenimiento del potencial de membrana en reposo, la frecuencia de disparo de las células
automaticas, la liberacion de neurotransmisores, la secrecion de insulina, la excitabilidad celular, el
transporte de electrolitos por células epiteliales, la regulacién del tono del musculo liso y la regulacion
del volumen celular. Su alteracién provoca disminucion de la repolarizacion, generando un aumento de
la hiperexcitabilidad.
La clasificacion de los canales de potasio estd basada en la estructura peptidica que conforma las
subunidades que forman el poro, que para cada tipo estan codificadas por diferentes genes. De esta
forma se pueden clasificar estructuralmente en tres grupos: 1) Canales de seis regiones
transmembrana y un poro (canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) y Kca), 2) Canales de dos
segmentos transmembrana y un poro (canales de potasio rectificadores de entrada rapida, Kirs) y 3)
Canales con cuatro segmentos transmembrana y dos poros (canales de potasio rectificadores de
entrada lenta).

El canal de potasio es un tetramero, formado por 4 subunidades idénticas a y 4 subunidades B (fig.7).

B) ¢ B

Fig. 7. Representacion esquematica de la estructura del calnde potasio Cuatro
subunidadeso hidrofébicas unidas con su respectiva unidadidrofilica. Las cuatro
subunidades son independientes y se asocian pararfel canal.

Los Kv se abren y cierran en respuesta a cambios en el potencial de membrana, de forma que sefiales
de depolarizaciéon o de hiperpolarizacion pueden aumentar su apertura generando una corriente de
rectificacion de salida o de entrada respectivamente. Se expresan en neuronas, corazon, retina, islotes
pancreaticos, cerebro, pulmén, rifion y musculo esquelético. Los Kca se activan por incremento en la
concentracion intracelular de Ca?*. Estos canales se describiran con mas detenimiento porque son los
mas relevantes en el enfoque de este estudio.

Los canales Kirs permiten el paso del potasio hacia el interior celular cuando la membrana plasmatica
se encuentra a un voltaje mas negativo que su potencial de equilibrio y se encuentran cerrados a

potenciales mas positivos, por lo que se denominan, canales de potasio rectificadores de entrada (Kir,
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K inwardly rectifyer). Se encuentran en el corazon, en musculo esquelético, rifién, pancreas, pulmon,
placenta, cerebelo, glia, retina y cerebro. De los canales rectificadores de entrada se encuentran dos
subfamilias importantes, los regulados por proteinas G, que estan asociados a los receptores
muscarinicos M3 de ACh (Kacn) y son activados tras la estimulacion del receptor colinérgico y los
sensibles a ATP (Katp), como los que regulan la secrecion de insulina en las células B pancreaticas.
Los canales Karp son un complejo octamérico formado por dos proteinas diferentes (Clement y col.,
1997). Una, los Kir6, es un miembro de la familia de los canales Kir que constituyen el poro del canal
formado por cuatro subunidades. La otra proteina es un receptor de sulfonilureas (SUR), que es un
miembro de la familia de transportadores ATP-binding cassette (ABC), uniéndose cada subunidad
reguladora, con sitio de unién de ATP, con una subunidad del poro (Antcliff y col., 2005; Colin, 2006).
Los Katp se detectaron en primera instancia en los miocitos cardiacos (Noma, 1983; Trube y col.,
1984), y después, en las células B pancreaticas (Cook y col., 1984), musculo esquelético (Spruce y
col., 1985), en neuronas (Ashford y col., 1988; Bernardi y col., 1988; Gehlert y col., 1990), musculo liso
vascular y visceral (Standen y col., 1989a), corazén (Ashford y col., 1994), pituitaria (Bernardi y col.,
1993), células tubulares del rifién (Wang y col., 1991) y en los condrocitos (Rufino y col., 2013), pero,
sobre todo, esta extendida su expresion en el musculo liso vascular y visceral (Teramoto, 2006), uretra
de cerdo (Teramoto y col., 1997; Teramoto y col., 2000; Yunoki y col., 2003), colon de roedor (Koh y
col., 1998), en el estdbmago (Sim y col., 2002), miometrio humano (Curley y col., 2002; Sawada y col.,
2005), cuerpo cavernosos (Insuk y col., 2003) y en la préstata (Haynes y col., 2006).Se les ha atribuido
tener un papel fisioldgico en la liberacidn de insulina en el pancreas, en la modulacién de la frecuencia
del potencial de accion y en la liberacion de neurotransmisores (Amoroso y col., 1990), asi como en la
regulacion del tono del musculo liso (Quayle y col., 1994). Ademas cabe sefialar su implicacion en la
memoria (Betourne y col., 2009) y en la regulacion del comportamiento reproductivo masculino
(McDevitt y col., 2009).

Los canales de potasio rectificadores lentos representan quizas el tipo mas abundante de canales de
potasio con mas de 50 miembros diferentes. Se ha detectado su expresion en corazdn, cerebro,
pancreas, placenta, ojos, pulmdn, estdmago, espina dorsal y rifidn (Shieh y col., 1996)

Canales de potasio activados por calcio (Kca)

Los canales Kca estan presentes en una gran variedad de tejidos encontrandose en el cerebro,
en la vasculatura, en la vejiga, en la médula espinal y en el tracto gastrointestinal (Becker y col., 1995;
Chang y col., 1997) donde estadn implicados en diversos procesos fisioldgicos. Atendiendo a su

conductancia, los canales Kca se clasifican en canales Kca de gran conductancia (BK; Maxi-K) que
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tienen una conductancia entre 165 y 220 pS, canales Kca de conductancia intermedia (IK) que tienen
una conductancia entre 60 y 80 pS y canales Kca de baja conductancia (SK) que tienen una
conductancia entorno a 10 pS.

Los BK estan compuestos por cuatro subunidades a y por cuatro subunidades B (Knaus y col., 1994;
Tanaka y col., 1997). La subunidad a esta codificada por un Unico gen, en células de mamiferos,
llamado KCNMA1, conocido por Slo o Slo 1, que constituye el poro del canal y presenta once dominios
hidrofébicos (S0-S10). Estudios recientes sugieren que los dominios transmembrana S0-S6 constituyen
la parte central del canal con un extremo NH> terminal extracitosélico. Los segmentos hidrofobicos S7-
S10 se localizan en el citoplasma y forman el extremo COOH terminal de la proteina (fig. 8). El
segmento S4 es un sensor intrinseco de voltaje que presenta aminoacidos cargados positivamente. El
bucle entre S5-S6 forma el poro de este canal (ruta de conduccion de los iones K*), ademas de ser la
diana para la iberiotoxina (IbTx), la caribdotoxina (ChTx) y el tetraetilamonio (TEA). La actividad de este
canal estd fundamentalmente regulada por las subunidades B (cuatro tipos codificados por genes
KCNMB1-4), que presenta dos regiones transmembrana y extremos terminales NH2 y COOH
orientados hacia el citoplasma. Las propiedades funcionales de las subunidades B son esenciales en la
diversidad de los efectos modulatorios sobre las propiedades fenotipicas, la activacion vy la
farmacologia del BK (Knaus y col., 1994; Xia y col., 1999; Uebele y col., 2000; Xia y col., 2000) (fig. 8).
La subunidad predominante en las células musculares lisas vasculares es la isoforma 1 (Knaus y col.,
1994; Tanaka y col., 1997). La subunidad B1 interactia con el dominio SO y el extremo NH2 terminal de
la subunidad a, de tal modo que incrementa la sensibilidad del canal al voltaje y al calcio (Knaus y col.,
1996; Brenner y col., 2000; Petkov y col., 2001; Nishimaru y col., 2004).

Se ha detectado la expresion de los BK en neuronas, en diversas zonas del epitelio renal, en el epitelio
del colon distal, en las vias respiratorias y en las lentes (Frind y col.,1987; Lu y col., 1990; Grunnet y
col., 2005, Grunnet y col., 1999, Tamaoki y col., 1998, Rae y col., 1998) y una elevada expresion en las
celulas musculares lisas y en algunas células endoteliales (O'Neill y col.,1995, Holland, 1996, Herrera 'y
col., 2001).

Jensen y sus colaboradores describieron los niveles de expresion del canal IK en 50 tejidos humanos
(Jensen y col., 1998). El IK fue descrito por primera vez en los eritrocitos (Gardos., 1956; Maher y col.,
2003) y posteriormente se confirmé su papel en la activacion de las células Ty en la respuesta inmune
(Jensen y col., 2001; Jensen y col., 2002). Se ha detectado una intensa expresion del canal IK en
células sanguineas, en células epiteliales, en células musculares lisas y en el endotelio (Wulff y col.,
2000; Sogaard y col., 2001), en las glandulas salivares, en la placenta, en el pulmén, en la traquea y
una débil expresién en el higado, colon, timo, rifion y médula 6sea. No se observo expresién en tejidos

excitables como cerebro y musculo esquelético y cardiaco (Chen y col., 2004). Como en el caso de los
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BK, estos canales presentan cuatro subunidades, cada subunidad consiste en 6 dominios
transmembrana (S1-S6) y un extremo N-terminal y C-terminal, ambos intracelulares (Xia y col., 1998).
La region del poro (S5-S6) es la unica regidn del canal que presenta homologia con el resto de familias
de los canales de K*. Cabe destacar, que esta familia de canales presenta falta de sensibilidad a
voltaje alin en presencia de aminoacidos cargados en el dominio transmembrana 4. Se ha demostrado
que la proteina Ca-Calmodulina esta presente en el extremo COOH terminal, lo que confiere al canal
una extremada sensibilidad submicromolar al calcio citoplasmatico (Fanger y col., 1999; Schumacher y
col., 2001; Schumacher y col., 2004).

Subunidad Bl Subunidad « A B

Fig. 8. Representacion esquematica de losd& A) Representacion de la estructura de las
subunidades y B1 de los canales de potasio BK. La subunigta@onsiste en dos dominios
transmembrana y la subunidad de 11 dominios hidrofobicos (S0-S10), con S0-S6
localizados en la membrana celular y la regiérpded (P) entre S5-S6. BRepresentacion de
la topologia de la subunidad monomérica del cibain la membrana celular. Las regiones
S1-S6 son los 6 dominios transmembrana y “P” rgmtesla regién del poro del canal.C)
Estructura del canal SK. Consiste en seis dominasmembrana, una region del poro (P)
entre S5 y S6 y la interaccién de la Calmodulima@ocanal en el extremo CO@rminal.

Respecto a los SK, se han identificado cuatro miembros de la misma familia SK1-SK4, codificados por
los genes KCNN1-KCNN4. Los hSK4 generan una conductancia de 12 pS, tienen una alta afinidad por
el Ca2* (ECso de 95nM) y presentan una elevada expresion en tejidos no excitables de animales
adultos. Esto, junto a que presentan una baja homologia (aproximadamente un 40% de similitud) con el
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resto de canales SK sugiere que los hSK4 son un nuevo miembro dentro de la familia de los SK (Kéhler
y col., 1996; Ishii y col., 1997a; Joiner y col., 1997; Logsdon y col., 1997; Khanna y col., 1999; Warth y
col., 1999). Los canales SK1 son especificos de neuronas mientras que SK2, SK3 estan ampliamente
distribuidos. Junto a los IK, SK1 son los canales mayoritarios en las neuronas entéricas del colon, SK2
en glandula adrenal, cerebro, préstata, vejiga, higado y corazon y SK3 se detectaron en cerebro,
tejidos ricos en musculo liso vascular y de colon (Fuijita y col., 2001; Ro y col., 2001) incluyendo el
clitoris, el cuerpo cavernoso, el endotelio vascular (Chen y col., 2004; Bahia y col., 2005; Mongan y
col., 2005) y el urotelio de la vejiga de raton, donde se ha demostrado que tiene un papel funcional en
el control de la miccion (Herrera y col., 2003). Esta diferencia en la distribucion de los canales SK e IK
sugiere que cada subtipo de canal esta implicado en distintos procesos bioldgicos, y pueden ser diana
de tratamientos especificos para alteraciones gastrointestinales, vasculares y eréctiles, asi como para
la hipertension y la enfermedad inflamatoria intestinal (Chen y col., 2004).

Farmacologia de los Kc

El empleo de toxinas que bloquean potente y selectivamente tipos particulares de canales de
K* al igual que el empleo de activadores permite indagar sobre su papel fisiologico. Estos canales son
muy selectivos para el K*, y fundamentalmente excluyen el paso de otros iones fisiolégicos, excepto el
ion amonio. Los canales BK se bloquean por TEA que es un bloqueante clasico poco especifico de los
canales de K*, y por una serie de alcaloides tremorgenicos, incluyendo la paxilina (Sanchez y col.,
1996; Li y col., 1999), asi como algunos inhibidores especificos procedentes de toxinas de escorpion
como la iberiotoxina (Kaczorowski y col., 1996; Giangiacomo y col., 1992) y la caribdotoxina (Galvez y
col., 1990; Gribkoff y col., 1997). La iberiotoxina es una proteina de 37 aminoacidos aislada del
escorpion Buthus tamulus que inhibe selectivamente la corriente de los canales BK uniéndose a la cara
externa del canal con una alta afinidad (Kd~1nM) y presenta un 68% de homologia en la secuencia con
la caribdotoxina. La caribdotoxina es una proteina basica de 37 aminoacidos, aislada también del
veneno del escorpion Leiurus quinquestriatus hebraeus, muy Util en el estudio de canales de K*
activados por Ca2?* no bloqueados por apamina. La caribdotoxina bloquea los canales BK en
numerosos tipos celulares (Millar y col., 1985; Frey y col. 1998; Giangiacomo y col., 2000; Bergeron y
col., 2012) asi como los IK (Wulff y col., 2000; Chandy y col., 2004). En la mayoria de los casos actua
en el rango nanomolar, uniéndose a la cara interna del canal (Gimenez-Gallego y col., 1988). En
cuanto a los activadores, ademas del calcio intracelular, se ha descrito el papel funcional de ciertos
abridores de los BK nativos y clonados (Gribkoff y col., 1996). Por ejemplo, las benzimidazolonas,
NS1608 y NS1619, activan los canales BK (Olesen y col., 1994; Strobaek y col., 1996). Ademas de
estos farmacos, se ha descrito la influencia de otras sustancias sobre la actividad de los canales BK,

-18 -



Introduccién

por ejemplo, se ha demostrado que altas concentraciones de estrégenos (micromolar) se unen a los
canales BK, sobre todo a la subunidad 1, regulando directamente la expresion y la actividad del canal
(Valverde y col., 1999; DicK y col., 2001; Korovkina y col., 2004). También se ha descrito que proteinas
con grupo hemo y especies reactivas de oxigeno modulan la actividad del canal BK del musculo liso
vascular interfiriendo con la subunidad a e inhibiendo la actividad fisioldgica del canal (Tang y col.,
2003; Tang y col., 2004). Por Ultimo, se ha descrito que el etanol inhibe los canales BK en el musculo
liso vascular, permitiendo un incremento de la vasoconstriccion (Walters y col., 2000; Dopico, 2003; Lyu
y col., 2004). Los canales IK son bloqueados por el TEA (Chandy y col., 2004) y como se ha
mencionado, la caribdotoxina que también inhibe a los BK. Otros bloqueantes mas especificos son el
clotrimazol (Chandy y col., 2004; Wulff y col., 2000) y el TRAM-34 (20nM) (Chandy y col., 2004; Wulff y
col., 2000). En cuanto a los activadores cabe citar al EBIO, DCEBIO (Singh y col., 2001) y el NS309
(Strobaek y col., 2004).

El grupo de los canales SK1-SK3 es altamente sensible a una toxina procedente de la abeja (Apis
mellifera), la apamina (Shah y col., 2000; Ishii y col., 1997p), que presenta distinta afinidad por las tres
subclases de SK (SK1, SK2 y SK3), siendo la SK2 la mas sensible, intermedia para SK3 y baja afinidad
por SK1 (Blatz y col., 1986; Cook y col., 1985). La apamina es una pequefia proteina de 18
aminoacidos que es muy selectiva en su accidn, sin interferir con los canales de tipo BK (Pennefather y
col., 1985; Chicchi y col., 1988). La apamina actua bloqueando el poro, participando los aminoacidos
de dentro y fuera de la region del poro en la unién con la toxina. Otros inhibidores de los canales SK
son la bicuculina (Khawaled y col., 1999), decualinio (Castle y col., 1993) y su potente derivado el UCL
1684 (Dunn, 1999; Strobaek y col., 2000). Por otro lado, todos los SK son estimulados por
clorzoxazona (Cao y col., 2001), zoxazolamina (Cao y col., 2001), riluzol (Grunnet y col., 2001), 1-¢til-2-
benzimidazolinona (1-EBIO) (Adeagbo, 1999; Dale y col., 2002; Pedarzani y col., 2002) y por el NS309
(Syme y col., 2000; Strobaek y col., 2004).

Los Kcaen tejido eréctil humano

Como se ha mencionado anteriormente los Kca se han identificado en el cuerpo cavernoso
humano (Chen y col., 2004) y se ha sugerido su participacion en la relajacién inducida por la via del
NO/GMPc¢ (Lee y col., 2001; Sand y col., 2006, Lunardi y col., 2007). También se han propuesto como
mediadores de la relajacion inducida por la via del factor hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF)
en las arterias peneanas humanas (Angulo y col., 2003a). Otra evidencia relevante de la participacion
de estos canales en la fisiologia de la funcion eréctil es el hecho de que ratones carentes del gen que
codifica para el BK muestran disfuncion eréctil (Werner y col., 2005). El subtipo BK ha sido el méas
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estudiado y se ha sugerido su participaciéon en la regulaciéon del tono del musculo liso cavernoso
humano (Spektor y col., 2002) favoreciendo su relajacion y potencialmente, por tanto, la ereccion.
Ademas, la transferencia del gen BK humano (hSlo) en el pene restaura la capacidad eréctil disminuida
por el envejecimiento en ratas (Melman y col., 2003) y recupera la funcién eréctil en las ratas diabéticas
(Christ y col., 2004). De hecho, se ha llevado a cabo un ensayo clinico preliminar en el que se ha
evaluado la administracién intracavernosa del gen hSlo (que codifica para la expresién de BK) como
terapia génica para el tratamiento de la DE (Melman y col., 2005; Melman y col., 2006). Los resultados
preliminares indican, que, en un estudio de dosis escalada unica (500, 1000, 5000 6 7500 ug del hSlo
cDNA) se puede administrar con seguridad a los pacientes con DE, sin efectos adversos. La
transferencia génica enfocada en los canales ionicos en el musculo liso de érganos como el pene y la
vejiga ofrece una nueva estrategia terapéutica para el tratamiento de la DE y la vejiga hiperactiva
(Christ y col., 2009; Melman y col., 2009). Ademés de la terapia génica cabe la posibilidad de una
modulacion farmacoldgica (fig. 9) ya que existen activadores de los canales Kca que tienen la capacidad
de relajar el musculo liso peneano humano y de rata (Spektor y col., 2002; Hewawasam y col., 2004,
Kun y col. 2009).

[ Keo )

[ Apertura K, ]
—
[ I salida K* ]

[Hiperpolarizacién de la membrana]
| |

[ Bloqueo de la entrada Ca ** ]
]

[ l Ca? intracelular ]

—[ Relajacion del musculo liso ]

Fig. 9. Secuencia de los eventos implicados en é&ajacion del musculo liso por los
activadores de los k& (Kco).
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Disfuncion eréctil

La disfuncion eréctil (DE) se define como: “La incapacidad persistente para lograr y/o
mantener una ereccion suficiente que permita alcanzar una actividad sexual satisfactoria” Una duracién
de tres meses de estos sintomas es suficiente para establecer el diagnéstico excepto para algunos
casos de DE causado por trauma o por cirugia (Lewis y col., 2010). La DE es la disfuncion sexual con
mayor impacto sobre la sexualidad del hombre. La severidad de la DE se evalua a través de varios
indices, siendo el mas empleado el indice Internacional de Funcién Eréctil (IIEF) (Rosen y col., 1997)
Se calcula que 150 millones de hombres en el mundo padecen cierto grado de DE y se estima afectara
a 300 millones de hombres en 2025 (Ayta y col., 1999). El primer gran estudio epidemioldgico en este
campo, el Massachussets Male Aging Study, sitiia la prevalencia de la DE en un 52% en hombres de
edad comprendida entre 40 y 70 afios y en un 70% en hombres mayores de 70 afios (Feldman y col.,
2000). El estudio epidemiologico mas importante realizado en Espafia (Martin-Morales y col., 2001)
reveld que la DE afecta a entre un 12% y un 19% de la poblacién masculina entre 25 y 70 afios.
Aunque es mas prevalente en la edad avanzada, el estudio de los mecanismos fisiologicos y
fisiopatologicos de la ereccidn sugiere que la DE no es un trastorno vinculado inevitablemente a la
edad sino que se asocia con una serie de alteraciones cuya prevalencia es mas elevada en los
individuos de mayor edad. Es un trastorno que puede manifestarse en el varén por mdltiples causas,
siendo las mas frecuentes las enfermedades vasculares y la diabetes (tabla 1).

La etiologia de la DE se puede clasificar en:

e Causas vasculares: Consiste en una reduccion del flujo sanguineo hacia los cuerpos
cavernosos. Puede estar relacionada con la aterosclerosis y se asocia con dislipidemias,
hipertension arterial, diabetes mellitus, sedentarismo y tabaquismo.

» Causas neurologicas: Alteraciones de las vias neuronales que controlan el proceso de la
ereccién. Pacientes que han sufrido accidentes con secuelas como tetraplejia, paraplejia, y
otras, pueden presentar ausencia de ereccion. También se incluyen en este grupo las DEs
secundarias a intervenciones quirurgicas, como prostatectomias radicales, cistectomias y
cirugias sobre el recto.

» Causas farmacoldgicas: Algunos farmacos, entre los que se encuentran antihipertensivos y
antidepresivos, disminuyen la capacidad eréctil. El abuso de drogas (cocaina, anfetaminas)

también puede derivar en problemas de ereccion.
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» Causas psicogeénicas: Son menos frecuentes de lo que se pensaba en un principio. En general

producen trastornos pasajeros de la ereccion, desencadenados por estados de ansiedad y/o

depresion, y por situaciones de estrés.

Causas organicas de disfuncion eréctil

Causas vasculares (60-80%)

Causas neuroldgicas (10-20%)

Causas hormonales (5-10%)

Arteriosclerosis

» Tabaquismo

» Hiperlipemia

* Hipertension arterial

» Diabetes
Enfermedad de Peyronie
Fracturas pélvicas
Traumatismos perineales
Fractura de cuerpos cavernosos
Trasplante renal heterotdpico

Sindrome de Leriche

Bypass aorto-iliaco o aorto-
femoral

Secuelas de la radioterapia

Secuelas del priapismo

Sistema nervioso central
» Accidente cerebrovascular
e Sindrome de apnea del suefio
» Enfermedad de Alzheimer
» Enfermedad de Parkinson Tumor
cerebral

Médula espinal
e Traumatismos
e Hernia discal
e Esclerosis multiple
e Tumor medular
e Infarto medular
» Mielomeningocele
e Tabes dorsal

Nervios periféricos
» Neuropatia diabética
» Neuropatia alcoholica

Secuelas postquirirgicas
» Prostatectomia Cistoprostatectomia
» Reseccidn transuretral de prostata
» Cirugia de la médula espinal
»  Amputacion rectal

Exceso de estradiol
¢ (Obesidad
» Hepatopatia

Hiperprolactinemia
» Farmacoldgica
»  Tumor hipofisario
(prolactinoma)

Alteraciones del tiroides
* Hipertiroidismo
* Hipotiroidismo

Alteraciones suprarrenales
» Sindrome de Cushing
» Enfermedad De
Addison

Hipogonadismo
* Anorquia
¢ Quimioterapia
* Radioterapia
e Sindrome de Klinefelter

Tabla 1. Principales causas de DE con su prevalencia aproxada.

Aspectos epidemiolégicos de la DE

La DE esta intimamente relacionada con los factores de riesgo cardiovascular (FRCV) en un

doble sentido porque los pacientes que presentan FRCV tienen més probabilidades de padecer DE y

los varones con DE presentan mayor nimero de FRCV. Por ello la DE se considera un sintoma

centinela de enfermedad cardiovascular (Corona y col., 2009; Traish y col., 2009; Garcia-Cruz y col.,

2012). Entre los factores de riesgo asociados a la DE se incluyen el sedentarismo, el tabaquismo, el

abuso de alcohol, la diabetes mellitus, la hipertension, la dilispemia y la obesidad (Miiller y col., 1991;
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Mannino y col., 1994; Aytac y col., 2000; Moreira y col., 2002; Shiri y col., 2004; Barret-Connor, 2005)
(fig. 10).

Hipertension arterial (HTA)

La prevalencia de DE es mas elevada en los pacientes con HTA (Cuéllar de Ledn y col., 2002;
Artom y col., 2015) del mismo modo que, entre los pacientes con DE se incrementa el riesgo de
manifestar HTA (Seftel y col., 2004, Garcia-Cruz y col., 2012). Entre los posibles mecanismos
fisiopatologicos, la HTA deteriora la funcion endotelial y favorece la aterosclerosis, comprometiendo el
proceso hemodinamico de la ereccidén. También se ha descrito que la HTA puede inducir alteraciones
estructurales en el tejido cavernoso. Una reducciéon de la luz vascular o una disminucion de la
proporcion entre la pared y la luz arterial contribuyen al aumento de la resistencia vascular periférica en
la hipertension (Mulvany y col., 2002). Un aumento de la resistencia también se ha encontrado en la
vascularizacion del pene de ratas espontaneamente hipertensas (SHR), y estas alteraciones se
atribuyen a los cambios estructurales del tejido arterial y eréctil (Okabe y col., 1999; Hale y col., 2001).
El aumento de la expansion de la matriz extracelular afecta tanto al intersticio como a las estructuras
nerviosas del pene. También se ha observado un aumento del tono basal y miogénico en las arterias
de ratas hipertensas. El aumento de la actividad nerviosa simpatica que acompafia a la hipertension
también se ha descrito en el hombre y en animales hipertensos (Norman y col., 1986; Mancia y col.,
1999). El aumento de la vasoconstriccion de los vasos del pene inducida por la infusion de fenilefrina
en las SHR, fue atribuida a la hipertrofia de la pared vascular, pero no a la alteracion de
neurotansmisores simpaticos (Okabe y col., 1999). En las SHR, el efecto relajante de la acetilcolina es
mitigado tanto en grandes como en pequefias arterias, y la disfuncién endotelial parece desarrollarse
con la aparicion de la hipertension (Konishi y col., 1983). La relajacién dependiente del endotelio pro-
ducida por la acetilcolina también esta deteriorada en tejido cavernoso de las SHR y se restaura par-
cialmente.  con la  administracion  de  indometacina.  El  deterioro de la
relajacion dependiente del endotelio podria ser atribuido a la angiotensina II, al tromboxano o al anidn
superoxido en las arterias de las SHR o a la alta presion arterial per se (Rajagopalan y col., 1996;
Paniagua y col., 2000).

Hiperlipidemia

Existen evidencias clinicas que muestran una elevacion de la prevalencia de la DE relacionada con
la presencia de hipercolesterolemia (Roumeguére y col., 2003). Sin embargo, el MMAS mostré que el riesgo
de DE disminuye cuando se elevan los niveles de HDL (Feldman y col., 1994). La influencia de la

ateroesclerosis en la génesis de la disfuncion eréctil se ha evaluado en animales de experimentacion
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sometidos a una dieta con alto contenido en colesterol y triglicéridos (Azadzoi y col., 1992). La
ateroesclerosis puede producir disfuncion eréctil debido a la generacion de lesiones arteriales obstructivas a
nivel de la arteria pudenda interna, peneana comun y arterias cavernosas. Esta obstruccion arterial
mantenida provoca una situacion de isquemia fenotipica del musculo trabecular (Moreland y col., 1995).
Ademas, la hipercolesterolemia por si misma puede producir impotencia por lesién del endotelio de los
espacios lacunares. Asi, la ateroesclerosis favorece la aparicion de DE por lesion obstructiva, hipoxia
cronica con fibrosis y disfuncién endotelial. Se ha visto que la via del NO/GMP¢ se ve comprometida en la
hipercolesterolemia por un incremento de la produccion de anién superodxido por la nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa (Shukla y col., 2005) o de los niveles plasmaticos de dimetilarginina
asimétrica (ADMA), un inhibidor endogeno de la NOS (Kang y col., 2005).

Tabaquismo

Las conclusiones de un estudio sobre la influencia del tabaco en el desarrollo de DE fueron que
estan intimamente relacionados tabaco, ateroesclerosis, enfermedad coronaria y DE (Mcvary y col.,
2001). Ademas, el tabaco multiplicaria por 2 la posibilidad de presentar DE moderada o severa. Para
estos autores, el tabaco provocaria una disfuncién endotelial que afectaria a la relajacion del musculo
liso sinusoidal disminuyendo la rigidez peneana. Esta disfuncion del endotelio peneano ocasionada por
el tabaco estaria fuertemente asociada con alteraciones del endotelio en otros lugares del organismo
(Mcvary y col., 2001). El habito fumador puede causar estos efectos al reducir la biodisponibilidad del
NO a través de la generacion de estrés oxidativo y la formacion de superdxido y peroxinitrito (Burke y
col., 2003). Ademas de favorecer la presencia de aterosclerosis y asociarse a otros factores que
comprometen la funcion endotelial, el tabaquismo se asocia con la DE en varones jovenes sin
antecedentes de enfermedad cardiovascular, hipertension diabetes o neuropatia (Mirone y col., 2002,
He y col., 2007). De hecho, el riesgo de DE se relaciona directamente con el numero de cigarrillos
fumados por dia y la asociacion entre el habito de fumar, mientras que la DE era aun mas frecuente en

los pacientes con diabetes (He y col., 2007).

Diabetes Mellitus (DM)

La DM es un trastorno endocrino metabdlico cronico que afecta a diferentes 6rganos y tejidos y
se caracteriza por un aumento de los niveles de glucosa en sangre: hiperglucemia. Puede producirse
por una disminucién o ausencia total de produccion de insulina por las células B-pancreaticas (DM tipo
1) 0 por una resistencia a la accion de la insulina en los tejidos diana de esta hormona (DM tipo 2).
Mientras que en el afio 1995 se calcul6 que mas de 135 millones de personas en todo el mundo (un 4%

de la poblacién total) eran diabéticos, en 2030 se estima que esta prevalencia aumentara hasta
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alcanzar la cifra de 366 millones de personas con diabetes (un 5,4% de la poblacién mundial) (King y
col., 1998; Wild y col., 2004). En Espafia se estima que entre un 6% y un 10% de la poblacién es
diabética, lo que supone que alrededor de 2,1 millones de espafioles son diabéticos (Abadal y col.,
2000), siendo la diabetes la tercera causa de mortalidad entre las mujeres y la séptima entre los
varones (Bosch y col., 2002). La DM incrementa el riesgo de desarrollar enfermedad coronaria,
accidentes cerebrovasculares y enfermedad arterial periférica, ademas de obesidad, aterosclerosis y
dislipemia, microalbuminuria, disfuncion endotelial, hiperagregabilidad plaquetaria y presencia de
anormalidades en el proceso de coagulacion (Sowers y col., 2001).

La asociacion entre la diabetes y el desarrollo de la DE esta en la literatura desde 1798 (McCulloch DK
y col., 1980). De hecho, la diabetes representa uno de los principales determinantes de DE (Martin-
Morales y col., 2001), por esta razon, veremos esta asociacion con detalle mas adelante.

Factores involucrados en la Disfunciéon Eréctil
Factores de riesgo arterial

Edad
Hipertension
Hipercolesterolemia

Tabaco
Diabetes

Alteraciones Estructurales:

Alteraciones Funcionales:

Fig. 10 Mecanismos que llevan a la insuficiencia arterial ya la disfuncién eréctil
Factores de riesgo arterial que participan en adienes macro y microvasculares
promoviendo la isquemia y un bajo aporte ge E) cuerpo cavernoso se vuelve fibrético y
menos expansible provocando una disfuncion venasia y disfuncion eréctil.
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Disfuncion eréctil asociada a la diabetes mellitus (DEDM)

La DE es una de las complicaciones mas comunes de la DM. Dependiendo de la severidad y
duracion de la DM (Bacon y col., 2002), la prevalencia de la DE es del 20% al 85% entre estos
pacientes (McCulloch y col., 1980; Schiavi y col., 1993; Selvin y col., 2007) y se ha visto que la
prevalencia de la DE es mas elevada en los hombres con diabetes que son mayores de 50 afios, casi
el doble que en los hombres de la misma edad sin diabetes (45.8% vs 24.1%). De hecho, en un estudio
realizado por Johannes y col., (2000), se demostré que para cada década de vida, la incidencia de DE
era mayor en los hombres diabéticos que en los que no son diabéticos y que la DE ocurre a edad mas
temprana en pacientes diabéticos que en aquellos que no lo son. El incremento de la prevalencia de
DE en los pacientes diabéticos afecta tanto a hombres con diabetes de tipo 1 como con diabetes de
tipo 2 (McCulloch y col., 1980; Feldman y col., 1994; Bancroft y col., 1996; Klein y col., 1996), aunque
se refiere una mayor incidencia en los pacientes con diabetes tipo 1 (Fedele y col., 2000). Dentro de los
pacientes diabéticos, los factores que aumentan la probabilidad de sufrir disfuncién eréctil son: mal
control de la glucemia, mayor duracion de la diabetes, mayor edad, habito fumador y presencia de
enfermedad cardiovascular y otras complicaciones de la diabetes (Bortolotti y col., 1997; Enzlin y col.,
2003). Se han planteado diferentes mecanismos para explicar el desarrollo de la DE en el paciente
diabético: alteraciones vasculares (Saenz de Tejada y col., 1989; McVeight y col., 1992; Azadzoi y
col., 1991; Mass y col., 2002; Kaya y col., 2006), alteraciones neuroldgicas (Richardson y col., 2002;
Romero y col., 1997; Sasaki y col., 2003), alteraciones del musculo liso (Richardson y col., 2002) y
alteraciones psicoldgicas (De Berardis y col., 2003). Para su mejor comprension se analizan por
separado, aunque es mas probable una alteracion vasculo-mio-neuro-endotelial (Burnelt, 1997). La
enfermedad vascular es, probablemente, la alteracion mas determinante en el proceso que provoca la
DE en los pacientes diabéticos. Ademas de un deterioro de la funcion vascular sistémica que pueda
comprometer el aporte sanguineo al pene, las alteraciones funcionales de las estructuras vasculares
que componen el tejido eréctil constituyen un mecanismo fundamental en la patogénesis de la DE
diabética. En los hombres diabéticos se observd una alta incidencia de lesiones fibréticas de la arteria
cavernosa, con proliferacion de la intima, calcificacién y estenosis luminal (El-Sakka., 2011). La
diabetes y la ateroesclerosis producen lesiones ultraestructurales con reducciéon del porcentaje de
fibras musculares lisas, aumento de los depdsitos de coldgeno, engrosamiento de la membrana basal y

alteraciones del endotelio lacunar (Meuleman y col., 1991).
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Fisipatologia de la disfuncion eréctil diabética

La diabetes provoca una serie de cambios fisiopatologicos que afectan a la funcién psicoldgica,
el funcionamiento del sistema nervioso central, la secrecion de andrégenos, la actividad neurolégica
periférica, la contractilidad del musculo liso y la funcidén endotelial (Dunsmuir y col., 1996). Cada una de
estas alteraciones por separado o varias simultdneamente, pueden ser responsables de la disfuncion

eréctil diabética.
Deterioro funcional

Como se ha mencionado anteriormente, la vasodilataciéon de las arterias peneanas y la
relajacion del muasculo liso cavernoso son procesos fundamentales para la funcién eréctil, que se ven
claramente afectados por la diabetes. La vasculopatia y neuropatia son complicaciones comunes en el
cuerpo cavernoso del paciente diabético, por ello la base organica de la DE en hombres diabéticos se
debe fundamentalmente a alteraciones neuroldgicas y vasculares (Saenz de Tejada y col., 1988; Saenz
de Tejada, 1989). Ademas, este hecho se ha evidenciado consistentemente en tejido cavernoso de
pacientes diabéticos y de modelos de animales de diabetes (Saenz de Tejada y col., 1989, Azadzoi y
col., 1992; Angulo y col., 2006; Angulo y col., 2009), y este deterioro de la vasodilatacion endotelial y
neurogénica también se ha observado en las arterias de resistencia del pene procedentes de pacientes
diabéticos (Angulo y col., 2003b; Angulo y col., 2009). En concreto, en la relajacion endotelial de las
arterias peneanas humanas, no sélo se ve afectada la respuesta mediada por el NO, sino que la
diabetes causa, ademas, una reduccion de la relajacion mediada por el EDHF (Angulo y col., 2003b).
Estudios realizados ponen de manifiesto de que el desarrollo de la DE en los pacientes diabéticos esta
ligado al deterioro de la funcién endotelial asociada a la diabetes (De Angelis y col., 2001; Pegge y col.,
2006). Existen diversos mecanismos fisiopatologicos asociados a la diabetes que contribuyen a la
alteracion funcional del tejido eréctil, y, por tanto, a la DE. Entre estos mecanismos fisiopatologicos se

encuentran:
Profundo deterioro de la via del NO/GMP¢

Se conoce desde hace tiempo el hecho de que el tejido cavernoso de los pacientes diabéticos
con DE presenta un déficit de las respuestas mediadas por NO respecto al tejido de los pacientes no
diabéticos con DE (Saenz de Tejada y col., 1989). Sin embargo, ha sido recientemente cuando se ha
constatado que, a su vez, el tejido eréctil de los pacientes no diabéticos con DE también manifiesta un

deterioro de la via de relajacion mediada por NO/GMPc con respecto al tejido eréctil de hombres sin DE
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(Angulo y col., 2010a), lo que demuestra, por tanto, un mayor deterioro en el tejido eréctil diabético. Es
decir, el deterioro de la via NO/GMPc en el tejido eréctil, tanto arterial como cavernoso, de los pacientes
diabéticos con DE es mas acusado que en otros pacientes con DE (Angulo y col., 2003b; Angulo y col.,
2009; Angulo y col., 2010a). Este deterioro de la via de NO/GMP¢ puede ser responsable, no solo de la
patogénesis de la DE, sino también de la menor respuesta a la terapia convencional con inhibidores de
la PDES, que acttan sobre esta via (Angulo y col., 2010a).

Ya que la estimulacién de la sintesis de GMPc con donadores de NO, no suele verse afectada en la
diabetes, el profundo deterioro en la via NO/GMPc¢ puede deberse a una reduccion de la sintesis o la
biodisponibilidad de NO. Diversos trabajos de investigacion han sugerido, en modelos de animales con
diabetes, una disminucion del contenido de las enzimas responsables de la sintesis de NO en el tejido
cavernoso, tanto de la isoforma neuronal (nNOS) (Vernet y col., 1995; Podlasek y col., 2001) como de
la endotelial (eNOS) (Akingba y col., 2001; Bivalacqua y col., 2003). Ademés, aunque se ha
considerado su concentracion intracelular un paso no limitante de la sintesis de NO, se ha evidenciado
una reduccion de los niveles plasmaticos de L-arginina (substrato de la NOS) en las ratas diabéticas, y
la vasodilatacion endotelial in vivo aumenta cuando se administra L-arginina de forma aguda (Angulo y
col., 1998). Bivalacqua y col. (2001) evidenciaron un aumento de la expresion de la enzima arginasa (la
isoforma tipo Il, especificamente) en el cuerpo cavernoso procedente de pacientes diabéticos. Este
hecho podria constituir una posible explicacién para la reduccién de la disponibilidad de L-arginina en
diabetes, ya que un aumento de la actividad arginasa, limitaria la disponibilidad de substrato para la

sintesis de NO.

Incremento del estrés oxidativo

Las evidencias experimentales sugieren que el estrés oxidativo causado por la hiperglucemia
desempefia un importante papel en la patogenia de la DE en diabetes, siendo otro mecanismo
importante en la disfuncién endotelial asociada a la diabetes. El estrés oxidativo puede ser definido
como un estado de la célula en la cual se encuentra alterada la homeostasis intracelular de los
procesos de oxidacion/reduccion, es decir, entre la produccidn de especies reactivas de oxigeno y la
capacidad de un sistema biolégico de detoxificar rapidamente las moléculas reactivas o reparar el dafio
resultante. Este desequilibrio se produce a causa de una excesiva produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y/o por deficiencia de los mecanismos antioxidantes, conduciendo al dafio celular. En
diabetes, parece claro que la generacion de las ROS experimenta un significativo aumento. El anion
superoxido (O27) es una forma reactiva del oxigeno que también puede generar otras ROS. El
superdxido reacciona con el NO, causando una marcada reduccion de la actividad biolégica del mismo
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(Gryglewski y col., 1986), para formar peroxinitrito (ONNO-) que, a su vez, es capaz de alterar la
funcion de una variedad de enzimas celulares (Beckman y col., 1996). En particular, el peroxinitrito
puede alterar la actividad catalitica de la eNOS en células endoteliales y la guanilil ciclasa en células
musculares lisas vasculares. Como resultado, el peroxinitrito reduce tanto la produccion de NO como la
capacidad de respuesta de los tejidos diana al NO (Zou y col., 2002; Munzel y col., 2005). El aumento
de la produccion de las especies reactivas de oxigeno también puede influir en el estado redox de la
eNOS y de co-factores criticos, incluyendo la tetrahidrobiopterina (BH4). La pérdida de BH4 produce un
desacoplamiento de la eNOS y promueve la produccion de superdxido, en lugar de NO (Guzik y col.,
2002). De hecho, la adicion de peroxinitrito causa una inhibicion de las respuestas mediadas por NO en
el cuerpo cavernoso de conejo (Khan y col., 2001), mientras que el tratamiento con la enzima
superoxido dismutasa (SOD), que detoxifica el superoxido, mejora la relajacion neurogénica y
endotelial en el cuerpo cavernoso de conejos diabéticos (Khan y col., 2001). El tratamiento con
diversos antioxidantes naturales potencia la relajacion mediada por NO en el musculo liso peneano de
animales diabéticos y mejora la funcion eréctil en estos animales (Keegan y col., 1999; Keegan y col.,
2001; Gocmen y col., 2000; De Young y col., 2003). El tratamiento con un antioxidante sintético
también demostro revertir la DE en ratas diabéticas a la vez que potencio las respuestas mediadas por
la via del NO/GMPc en cuerpo cavernoso y arterias peneanas humanas (Angulo y col., 2009),
reforzando el papel del estrés oxidativo en el desarrollo de disfuncion eréctil en diabetes. No existe un
consenso sobre la fuente de ROS en diabetes y, seguramente, varias fuentes de ROS contribuyen al
aumento de estrés oxidativo en el tejido eréctil diabético. Una fuente de ROS puede ser la glicacion de
proteinas, que se incrementa en diabetes por la exposicién a altas concentraciones de glucosa. De
hecho, la hemoglobina glicada, un producto intermedio de la glicacién, inhibe la relajacién dependiente
de endotelio en el cuerpo cavernoso de rata mediante la generacion de superéxido (Cartledge y col.,
2000). Por otra parte, los productos finales de la glicacion (AGEs), que se acumulan en el tejido eréctil
de los pacientes diabéticos (Seftel y col., 1997), a través de sus receptores especificos (RAGES)
aumentan el estrés oxidativo intracelular (Wautier y col., 2001) e inhiben la actividad de la eNOS (Xu 'y
col., 2003). Es mas, los AGEs se han mostrado como neurotoxicos de los nervios nitrérgicos peneanos
de rata (Xu y col., 2003). La participacion del proceso de la glicacion de proteinas en la fisiopatologia
de la disfuncidn eréctil diabética se sustenta también en el hecho de que el tratamiento con
aminoguanidina, un inhibidor de la formacion de AGEs, mejora la relajacion dependiente de endotelio y
la funcion eréctil en las ratas diabéticas (Cartledge y col., 2001; Usta y col., 2003).

La NADPH oxidasa es una enzima responsable de la generacion de aniones superdxido en el tejido
vascular y se ha sugerido su participacion en la patogénesis de la DE asociada a situaciones

patoldgicas en las que se produce un aumento de esta actividad enzimatica, entre las que se incluye la
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diabetes (Jin y col., 2008). En este sentido, se ha demostrado un aumento de la expresion de NADPH
oxidasa en el cuerpo cavernoso de conejos diabéticos (Shukla y col., 2009). Ademas de estas fuentes
de ROS, la cadena respiratoria mitocondrial o el desacoplamiento de la actividad NOS probablemente
también contribuyen al incremento del estrés oxidativo en la diabetes. En pacientes diabéticos tipo 2,
se ha observado un aumento de la activacién oxidativa en los monocitos circulantes de los pacientes

que presentaban DE y se reduce con terapia antioxidante (Morano y col., 2007).

Alteraciones de los mecanismos de contraccion del musculo liso peneano

Aunque existen numerosas demostraciones del deterioro de la capacidad vasodilatadora y
relajadora del tejido eréctil diabético, las evidencias de un aumento de las vias que promueven la
contraccion no son tan abundantes. Sin embargo, se ha descrito que existe un aumento de las
respuestas contractiles a la endotelina-1 (ET-1), un péptido con una capacidad constrictora muy
potente que también tiene influencia sobre la regulacién celular de endotelio y musculo liso, en tejido
cavernoso de ratas y conejos diabéticos (Wingard y col., 2007; Chang y col., 2003). Este efecto podria
estar relacionado con un incremento de la expresion de sus receptores en el tejido cavernoso de los
animales diabéticos, aunque en un principio el aumento observado fue del subtipo ETg (Sullivan y col.,
1992), posteriormente se reveld un aumento del subtipo ETa (Chang y col., 2003). Por otra parte, se ha
observado un aumento de ET-1 en el pene de rata diabética que esta relacionado con un aumento de
la apoptosis en el tejido cavernoso de estos animales (Jesmin y col., 2006).

Por otro lado, se ha propuesto que la contraccion podria verse favorecida por una potenciacion de las
vias de sensibilizacion al calcio, que facilitan el sostenimiento de la respuesta contractil. Precisamente,
el aumento de expresion/actividad de dos enzimas implicadas en estas vias, la proteina quinasa C
(PKC) y la Rho-quinasa, se ha propuesto como responsable del aumento de la contraccién a ET-1
(Wingard y col., 2007; Chang y col., 2003). En lo que respecta al tono del musculo liso, la PKC puede
regular canales ionicos o la fosforilacion de diferentes substratos para facilitar la contraccion (Walsh y
col., 1994; Lee y col., 1994). El incremento de la actividad de la PKC en diabetes estd ampliamente
documentado (Inoguchi y col., 1992; Koya y col., 1993). El aumento de la actividad de la PKC puede
estar relacionado con el estrés oxidativo asociado a la diabetes, ya que su induccién por alta glucosa
en células cavernosas de rata (especificamente PKCpII) se previene tratando con vitamina E (Ganz y
col., 2000). El exceso de la actividad PKC en el tejido eréctil podria contribuir a la disfuncion endotelial
asociada a la diabetes, ya que la inhibicion de la PKC recupera la relajacion dependiente de endotelio
en el cuerpo cavernoso de animales (Nangle y col., 2003) y pacientes diabéticos (Angulo y col., 2006).

Una potenciacién de la via RhoA/Rho-quinasa también se ha relacionado con el desarrollo de la DE

diabética. Ademas de su participacion en la respuesta contractil como se ha mencionado, el aumento
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de Rho-quinasa en tejido cavernoso de las ratas diabéticas causa la reduccién de la actividad de la
eNOS (Bivalacqua y col., 2004). Recientemente, se ha mostrado que la administracién oral crénica de
un inhibidor de la Rho-quinasa previene el aumento de apoptosis en el tejido cavernoso y recupera la

funcion eréctil en ratas diabéticas (Li y col., 2011).
Alteraciones estructurales

Con respecto a los pacientes no diabéticos, los pacientes diabéticos presentan una reduccién
del ratio entre la presion sanguinea de la arteria dorsal del pene y la de la arteria braquial (Virag y col.,
1985). Este dato sugiere una insuficiencia arterial peneana. De hecho existe una alta prevalencia de
insuficiencia arterial peneana entre los pacientes diabéticos con DE. Se han observado alteraciones
estructurales del tejido cavernoso en pacientes diabéticos, incluyendo una reduccién del contenido de
células musculares lisas, un mayor acumulo de fibras de colageno, un engrosamiento de la l&mina
basal y una pérdida de células endoteliales (Mersdorf y col., 1991). La pérdida de elasticidad de los
sinusoides del pene se asocia con un aumento del depdsito de colageno y una disminucion de las
fibras, como se puede ver en la diabetes, hipercolesterolemia, enfermedades vasculares, lesiones del
pene, o la vejez (Cerami y col., 1987; Hayashi y col., 1987). Estas alteraciones se aprecian también en
el tejido eréctil de pacientes con disfuncion eréctil debida a causas diferentes a la diabetes, pero en un
grado menos severo. En un modelo animal, de DE vasculogénica, Nehra y col., (1998) demostraron
que la capacidad de expansion del cuerpo cavernoso se correlaciona con el contenido de masculo liso
y puede ser utilizado para predecir la histologia trabecular. Otros estudios muestran un aumento de la
apoptosis y una pérdida de la integridad del endotelio en el tejido cavernoso de los pacientes
diabéticos, unas alteraciones que se correlacionan con menor respuesta a la inyeccion intracavernosa
y con una reducida liberacion de NO (Costa y col., 2009). Las alteraciones estructurales del tejido
cavernoso también se desarrollan en los modelos animales de diabetes, donde se observa una pérdida
de musculo liso trabecular y de células endoteliales, mientras que aumenta la matriz extracelular dando
lugar una fibrosis (Simopoulos y col., 2001; Ahn y col., 2005; De Young y col., 2008; Kovanecz y col.,
2009). Este proceso fibrético se produce por un aumento de apoptosis de las células endoteliales y
musculares que van siendo sustituidas por las fibras coldgenas cuya produccién se incrementa por la
expresion de factores pro-fibréticos como el TGFRB-1. El tipo de coldgeno méas frecuente en el tejido
cavernoso es el tipo Ill, de fibras mas delgadas y distensibles, que representa el 60% del total, con
predominio sobre las de tipo I, de fibras mas gruesas y firmes, que se encuentran en proporcion de un
tercio, con respecto a la anterior. La relacion de colageno Ill/l se reduce con la edad, la presencia de
diabetes y de vasculopatia, y altera las caracteristicas fibroelasticas del tejido eréctil. La fibrosis

finalmente provoca el fallo del mecanismo corporo-veno-oclusivo. Aunque la secuencia de eventos no
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estad completamente dilucidada, la aparicién de alteraciones estructurales podria ser consecuencia del
deterioro funcional previo que al impedir la correcta oxigenacion del tejido cavernoso provocaria un
estado de hipoxia y de reduccion de factores anti-fibroticos (NO, PGE;,...) que desencadenaria la
respuesta fibrética del tejido eréctil. Se puede afiadir que la sobre-expresion de colageno provoca la
disrupcién del mecanismo veno-oclusivo con un atrapamiento incompleto de la sangre. Todos estos
eventos comprometen la relajacion completa de los cuerpos cavernosos y determinan que se produzca

el fallo eréctil (Nagao y col., 1997; Hackin y col., 1996).

Alteraciones neuronales

Estudios in vitro e in vivo sugieren que el sistema nitrérgico es esencial para la ereccion
peneana (Anderson y col., 1995). La neuropatia es una complicacion de la diabetes que también se ha
relacionado con el desarrollo de DE. Se ha observado que los pacientes diabéticos que presentan DE
muestran una reduccion de la conduccion nerviosa mas frecuentemente que los que no tienen DE
(Hecht y col., 2001). Tanto en modelos de DE diabética, como de DE neuropatica, se observa un
aumento de marcadores de apoptosis en el nervio cavernoso (McVary y col., 2006). Cellek y col.,
(1999) observaron en un estudio inmunohistoquimico en muestras de pene de ratas diabéticas, que los
nervios nitrérgicos degeneran, mientras que los nervios noradrenérgicos permanecen intactos y
demuestran que la reduccion de la actividad de la nNOS y su expresion proteica se debe a una
degeneracion nitrérgica selectiva en el pene de ratas diabéticas. En diabetes, se observa, de hecho,
una profunda reduccion de las respuestas nitrérgicas en el cuerpo cavernoso y las arterias peneanas
humanas (Angulo y col., 2009; Angulo y col., 2010a). El deterioro selectivo de esta via vasodilatadora
neurogénica sin modificar la neurotransmision simpatica podria favorecer un desequilibrio a favor de las

respuestas neurogénicas contractiles.

Alteraciones hormonales

Varias evidencias clinicas revelan una elevada prevalencia de hipogonadismo en los hombres
diabéticos, con niveles bajos de testosterona total y libre (Kapoor y col., 2007). Esta disminucion de los
niveles de testosterona responde al restablecimiento del control glucémico y esta relacionada con la
resistencia a la insulina en los pacientes diabéticos con DE (El-Sakka y col., 2009). Aunque este hecho
parece claro para la diabetes tipo 2, no lo es tanto para la diabetes tipo 1, ya que algunos estudios
muestran niveles normales de testosterona en estos pacientes, niveles por encima de los pacientes con
diabetes tipo 2 (Tomar y col., 2006; Chandel y col., 2008). La presencia de hipogonadismo puede
obviamente ejercer un impacto negativo sobre la funcion eréctil. En este sentido, la presencia de DE se
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asocié con niveles mas bajos de testosterona en una poblacién analizada de pacientes diabéticos tipo

2 (Kapoor y col., 2007). Ademas, en modelos animales de diabetes, que se asocian habitualmente a

bajos niveles de testosterona, la administracion de testosterona no sélo mejora la funcion eréctil

(Skakkebaek y col., 1981; Garban y col; 1985), sino que también aumenta la respuesta a sildenafilo, un

efecto este ultimo relacionado con la modulacion de la expresion de la PDE5 ejercida por la

testosterona (Zhang y col., 2006).

Anatomia de la vejiga urinaria

La vejiga urinaria es un hueco musculo-membranoso que forma parte del tracto urinario y que

recibe la orina de los uréteres, la almacena y la expulsa a través de la uretra al exterior del cuerpo

durante la miccion (fig. 11y fig. 12).

La vejiga urinaria esta compuesta de dos partes:

El cuerpo es la parte donde se recoge la orina; esta compuesto de varias capas de tejido
muscular liso, el cual es conocido como musculo detrusor, y, en su cara interna, por tejido
epitelial de transicion (urotelio) que permite el estiramiento sin degradarse.

El cuello, también llamado uretra posterior, es la extension tunelizada del cuerpo que lo
conecta con la uretra. Mide entre 2 cm y 3 cm de largo y estd compuesto de musculo

detrusor entremezclado con grandes cantidades de musculo elastico.

Suerpa de la veliga
Fonda de |a vejiga

Cyifick ded Orater
darechn

Cuiglia vesical Estfinter Inteme

de la uretra

Fig. 11. Vejiga urinaria masculina (ww.oncoguia.eu/tipos/vejiga/html)
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Cugrpa de la vajiga
Frnde de |a veraa

Cuelk vesleal

Migculo elevados
ded ano

izquiesdo

Yagina

Fig. 12. Vejiga urinaria femenina (www.oncoguia.etipos/vejiga/html)

La uretra es un conducto que conduce la orina hasta el exterior. En el hombre es de cierta longitud, con
una porcién peneana y una porcion extrapeneana. En cambio, la uretra femenina es corta y desemboca
cerca del orificio vaginal. En la uretra distinguimos dos esfinteres:
« El esfinter uretral interno esta formado por haces musculares que pasan de un lado a
otro de la uretra, pero no constituyen un circulo completo a su alrededor.
» El esfinter uretral externo esta formado por un musculo estriado que se ubica en un
sector de la uretra y esta inervado por el nervio pudendo, que proviene de la médula
espinal, de una zona medular llamada nucleo de Onuf. La placa mioneural conecta el

nervio pudendo con la uretra, y el neurotransmisor implicado es la acetilcolina.

Fisiologia de la actividad vesical

El mecanismo del proceso de miccion, basicamente, consiste en:
» Llenado progresivo de la vejiga hasta que la tension en sus paredes sobrepasa su
valor de umbral.
» Superado el valor umbral, se activa un reflejo nervioso (reflejo de miccidn) que produce

la miccion o el deseo consciente de orinar.
Fases de la miccion

Fase de llenado y almacenamiento

Fase de llenado: la vejiga se relaja y va aumentando de tamafio segun almacena cantidades
crecientes de orina. La primera sensacion del deseo de orinar aparece como respuesta del sistema
nervioso al estiramiento de la pared vesical cuando se han almacenado aproximadamente unos

200 cc de orina. La vejiga puede seguir llenandose hasta acumular unos 350-450 cc de orina. La
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capacidad de llenar y almacenar la orina de forma apropiada exige un esfinter (musculo que
controla la salida de la orina desde la vejiga) funcional y un musculo de la pared de la vejiga

(detrusor) estable.

Fase de almacenamiento: El almacenamiento de la orina depende de un buen funcionamiento de la
vejiga, de los tejidos musculares, del soporte del suelo pélvico y del sistema nervioso. Ademas, la
persona necesita tener la capacidad fisica y psicolégica de reconocer y responder de forma

apropiada a la sensacion del deseo de orinar.

Fase de vaciado

La fase de vaciado requiere la capacidad del musculo detrusor de la vejiga de contraerse de tal
forma que fuerce la orina a salir de la vejiga. Ademas, es necesaria la relajacion del esfinter

simultaneamente para permitir la salida de la orina.

El proceso completo para orinar de forma normal (llenado-almacenamiento y vaciado) es complejo,
y la capacidad de controlar la miccion se puede ver alterada en diferentes fases del proceso por

diferentes anomalias, lo que provoca en determinadas condiciones incontinencia urinaria.

Inervacion de la vejiga urinaria

En el mecanismo de control del aparato urinario convergen las dos grandes partes del sistema
nervioso: la parte vegetativa o autonoma y la somatica o voluntaria. A su vez, el sistema vegetativo se
compone de los nervios simpaticos o adrenérgicos y parasimpaticos o colinérgicos. La inervacion
simpatica se transmite a través de los nervios hipogastricos conectados con el segmento lumbar L2 de
la medula espinal y controla principalmente la funcion vascular de la vejiga, teniendo poca relacién con
la contraccidn de la misma. Algunas fibras sensitivas también se localizan en dichos nervios simpaticos,
los cuales participan en la transmisién de la sensacidn de replecion y dolor que aparece en ocasiones
en el cuello vesical. Asi mismo, la inervacion de las fibras parasimpaticas se da a través de los nervios
pélvicos que alcanzan la médula espinal desde las raices sacras, principalmente desde los segmentos
S2 'y S3. Dichos nervios comprenden fibras sensitivas y motoras. Las primeras se encargan de detectar
el grado de distension de la pared vesical, siendo especialmente importantes en la deteccion de las
sefiales de distension provenientes de la uretra posterior, debido a que dichas sefiales desencadenan
los reflejos del vaciado vesical. Por otro lado, las fibras motoras inervan el musculo detrusor y son las
encargadas de conducir los potenciales de accion que produciran la contraccion o la distension de
dicho musculo. Las fibras nerviosas somaticas también se originan desde los segmentos S2 y S3,

-35-



Introduccién

principalmente, llegando al esfinter externo de la vejiga a través del nervio pudendo. De esta manera
controlan a voluntad las fibras estriadas de dicho esfinter (fig. 13).
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Fig. 13 Inervacion de la vejiga Sistema parasimpatico: Centro de la miccién S2-S4
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(Carretero, 2004)

Receptores implicados en el control de la vejiga urinaria
Receptores muscarinicos

Se han identificado hasta 5 subtipos de receptores muscarinicos denominados M1, M2, M3, M4
y M5 tanto en el sistema nervioso central (SNC) como en los tejidos periféricos. Los receptores
muscarinicos pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G. Estan ampliamente
distribuidos en el organismo y la mayoria de los tejidos tienen mas de un subtipo. Los receptores
muscarinicos M1 se localizan en glandulas salivares, corazon, cerebro y en los 0jos; los receptores M2

estan distribuidos en vejiga, tracto gastrointestinal, corazon, cerebro y en los ojos; los receptores M3 se
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localizan en vejiga, tracto gastrointestinal, glandulas salivares, corazén, cerebro y ojos; los receptores
M4 en cerebro y ojos y el subtipo M5 en corazén, cerebro y ojos (Abrams y col., 2006). A nivel del
tracto urinario predominan los receptores M2 y M3, en una relacién de 3:1. La contraccién del musculo
detrusor se debe fundamentalmente a los efectos de la acetilcolina sobre los receptores M3 ya que
aunque los receptores M2 son predominantes en la vejiga urinaria y anejos, los receptores M3 son los
mas importantes desde el punto de vista funcional y su estimulo es el responsable directo de la
contraccion del musculo detrusor (Chapple y col., 2002). Aunque ambos subtipos estan acoplados a
proteinas G, sus vias de transduccion de sefiales son diferentes (Chess, 2002). La estimulacion de los
receptores M3 produce la contraccion del detrusor a través de la hidrdlisis de los fosfoinositoles (IP3),
aunque también se ha sugerido una implicacion de canales de cationes no selectivos, del i6n calcio y
de la activacion de la Rho-quinasa. Los resultados de distintos estudios experimentales sugieren que la
contraccion mediada por receptores M3 en el musculo detrusor humano es dependiente de la entrada
de calcio a través de los canales lentos de calcio y a la activacion de la proteina quinasa de la cadena
ligera de la miosina (MLCK) que, como consecuencia, fosforila la cadena ligera de la miosina
reguladora de 20KDa y de ese modo se inicia la contraccion (Somlyo y col., 1994). Sin embargo,
ademas de este mecanismo dependiente de la MLCK, la contraccion del musculo liso también se
puede inducir por la inhibicion de la enzima fosfatasa de la cadena ligera de la miosina, un mecanismo
que también es sensible al Ca?* a través de la fosforilacion de la subunidad por la Rho-quinasa (ROCK)
(Kimura y col., 1996; Schmidt y col., 1999). Todos los subtipos de receptores muscarinicos han sido
detectados en el urotelio y en la capa suburotelial en el humano (Bschleipfer y col., 2007). La activacion
de los receptores muscarinicos de las células uroteliales da lugar a liberacién de ATP que activa fibras
nerviosas aferentes capaces de alterar la excitabilidad nerviosa a este nivel comportandose como un
transmisor neuromuscular excitador (Westfall y col., 1983; de Groat., 2004). Ademas, en cultivos de
células uroteliales, el bloqueo de los receptores muscarinicos con atropina inhibe la liberacion de ATP
mediada por la distension que desencadena el reflejo de miccion (Andersson., 2007).

Receptores adrenérgicos

La vejiga urinaria también tiene inervacion simpatica y, se han identificado tres subtipos de
receptor 3 adrenérgico (B1, 2 y B3) en el detrusor y urotelio (Andersson y col., 2004a; Michel y col.,
2006; Otsuka y col., 2008). Los receptores B3 adrenérgicos son predominantes, con mas del 97% del
total de ARN mensajero del receptor B adrenérgico (Yamaguchi, 2002), y se considera que es el
subtipo principal implicado en la relajacién del detrusor en humanos (Wuest y col., 2009). Durante la

fase de llenado vesical, predomina la estimulacion de la funcién simpatica. Se libera noradrenalina de

-37-



Introduccién

las terminaciones nerviosas, o que induce predominantemente la activacién del receptor B3
adrenérgico en la musculatura de la vejiga y, por tanto, la relajacion del musculo liso de la misma,
mediante aumento de las concentraciones de AMPc (Frazier y col., 2008). Estos receptores estan
localizados, ademas de en la vejiga, en la prostata, el colon, el musculo esquelético, el corazon y el
tejido adiposo y participan en las funciones metabdlicas de las catecolaminas enddgenas, como
lipdlisis, termogénesis, procesos de motilidad del tracto gastrointestinal y urinario (Yamaguchi, 2002)
(fig.14).
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Fig. 14. Modelo hipotético que representa las posibles intacciones entre los nervios
aferentes de la vejiga, células uroteliales, célidanusculares lisas, células intersticiales, y
vasos sanguineod.as células uroteliales también pueden ser dipaas los transmisores
liberados de los nervios u otros tipos de células. células uroteliales pueden ser activados
por cualquier mecanismo autocrino (la autorregal@cio por mecanismos paracrinos
(liberacion de los nervios cercanos u otras célulaksestiramiento de la vejiga libera ATP
que actua sobre los receptores P2 en el termiesdrde o en la célula intersticial y sobre los
receptores P2 en la célula urotelial. El estiramoigambién libera ACh que actia sobre los
receptores muscarinicos (M3) en el terminal aferdatcélula intersticial o la célula urotelial.
Esta ultima accion puede liberar NO. La epinefrinaorepinefrina también liberan NO a
partir de la célula urotelial mediante la activacide los receptores beta 3 adrenérgicos
(Birder y col., 2013).
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Canales idnicos en la vejiga urinaria. Papel de los Kca

La activacidn del musculo detrusor a través de los receptores muscarinicos o de las vias NANC
parece requerir el influjo de Ca2* a través de los canales L y T y la movilizacién del Ca2* intracelular.
Los antagonistas de los canales L tienen un potente efecto inhibitorio sobre el detrusor humano aislado
y sobre los pacientes con hiperactividad de éste, aunque se ha visto que los bloqueantes de los
canales del Ca?* son menos eficaces para suprimir las contracciones mediadas por el nervio, que
dependen tanto de la entrada de calcio extracelular como de la liberacion estimulada de calcio
intracelular desde el reticulo sarcoplasmico a través de mecanismos mediados por IP3 (Levin y col.,,
1995; Zderic y col., 1996; Brading 1997; Andersson y col.,, 2004b).

En el musculo detrusor se han identificado tres tipos de canales de K*: Los Katp, los BK y los SK
(Andersson, 1992; Trivedi y col., 1995; Andersson y col., 2004b). Por ello, la manipulacion
farmacoldgica tanto de los canales de Ca?+ como del K* puede conducir a una actividad contractil
espontanea reducida (Levin y col., 1991; Andersson, 1992; Trivedi y col., 1995, Brading 1997;
Andersson y col., 2004b). EI mecanismo de las acciones puede ser tanto la accion directa sobre el
musculo liso como la accién sobre las terminaciones nerviosas aferentes cerca del urotelio (Hu y col.,
1997; de Groat 1999). En trabajos previos se ha observado que la supresion de los canales SK3 causa
hiperactividad de la vejiga mientras que su sobreexpresion causa el efecto contrario (Herrera y col.,
2003). Los ratones con delecién del gen mSlo | para la subunidad formadora del poro del canal BK
muestran un aumento de las contracciones vesicales espontaneas y evocadas por el nervio asi como
una elevacion pronunciada de la frecuencia urinaria (Meredith y col., 2004). También se ha
demostrado que la inyeccion local de cDNA de hSlo en la luz vesical para aumentar la actividad de los
canales BK eliminaba la hiperactividad del detrusor en ratas con obstruccion del tracto de salida
vesical (Christ y col., 2001), lo que sugiere un papel importante de los canales BK en la funcion de la
vejiga y la hiperactividad vesical. Por lo tanto, existe un interés en los canales BK como diana
terapéutica en los sintomas urinarios de la vejiga (Petkov, 2011) y, ademas, en el desarrollo de
activadores especificos de estos canales para su uso terapéutico en el tratamiento de la hiperactividad
vesical (Pandita y co.l., 1999; Anderson y col., 2004a) ,ya que activadores de los BK, como el NS-8,
han mostrado reducir in vitro la actividad contractil miogénica espontanea de la vejiga de diferentes
animales (Malyzs y col., 2004). Ademas, se ha observado in vivo una reduccion de la actividad vesical
después del tratamiento con NS-8, aunque en ratas normales, que no presentaban hiperactividad

vesical (Tanaka y col., 2003).
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Alteraciones de la funcion del tracto urinario

Alteraciones de la miccion

Segun los estudios urodinamicos los problemas miccionales se clasifican en:
» problemas en el almacenamiento que dan lugar a incontinencia
» problemas en el vaciado que dan lugar a un sindrome obstructivo.
Si falla la coordinacién nerviosa que hace posible la micciéon se da lugar a lo que se conoce como
vejiga neurdgena o disfuncion miccional neurégena y se produciran alteraciones de la miccién, que
pueden darse tanto en el almacenamiento de la orina como en el vaciado. Por tanto, en todo trastorno

del tracto urinario inferior siempre se tiene que estudiar el binomio detrusor/esfinteres.

Patologias del aparato urinario

Incontinencia urinaria: Pérdida del control de la vejiga
1. Clasificacion de la incontinencia urinaria:

1.1. Incontinencia urinaria de esfuerzo: Es debida a un fallo en el mecanismo de los
esfinteres. Se define como el escape involuntario de orina que sucede frente a diferentes
situaciones que provocan un aumento de presion en el abdomen, como pueden ser toser,
reir, saltar, bailar, correr, incorporarse bruscamente, levantar un peso, bajar escaleras. Es
especialmente frecuente en mujeres multiparas, por la relajacion del suelo pélvico y la
pérdida de angulo entre la vejiga y la uretra.

1.2. Incontinencia de urgencia: Se define por un deseo brusco de orinar sin tiempo a ir al
lavabo. Es también mas frecuente en las mujeres y en la tercera edad. Cuando la
incontinencia se debe a una contraccion involuntaria de la vejiga, se denomina vejiga
inestable y solo se puede saber si se realiza un estudio urodinamico. La vejiga inestable
tiene una clinica de tipo irritativo miccional sin infeccion. Actualmente se ha asociado el
término de vejiga hiperactiva para distinguirse de aquella clinica de polaquiuria, urgencia o
incontinencia por urgencia sola o asociadas entre si.

1.3. Incontinencia mixta: Se denomina asi cuando presenta sintomatologia de incontinencia
de esfuerzo y de incontinencia de urgencia.

1.4. Incontinencia de rebosamiento: Es aquella debida a una pérdida de orina por
rebosamiento. En realidad no es una incontinencia, sino que debido al gran volumen de

orina almacenado ésta sale.
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Vejiga hiperactiva: Una afeccion que causa que la vejiga expulse orina cuando no tiene que
hacerlo. Veremos con mas detalle esta alteracién de la actividad vesical en el proximo apartado.
Cistitis intersticial: Un problema crénico que causa dolor en la vejiga y urgencia de orinar.

Cancer de vejiga.

Patologia prostatica: La prostata es una glandula del sistema reproductor masculino. Su situacién
debajo de la vejiga urinaria, envolviendo la uretra y por delante del recto, le confiere una
participacién mixta tanto del sistema urinario como del sistema reproductor. En el adulto la
anatomia de la préstata se divide en dos partes: una zona periuretral donde se produce la
hiperplasia de prostata y una zona periférica donde se origina el carcinoma. La hiperplasia
prostatica, enfermedad mas frecuente de la prostata, es una patologia benigna mas frecuente en la
edad avanzada. La hiperplasia de prostata esta formada por la proliferacion de elementos
glandulares, musculares y del estroma que en su crecimiento comprimen la prostata periférica
formando la llamada capsula quirdrgica. El crecimiento de la prostata puede provocar compresion
de la porcion de la uretra que se encuentra por debajo de la vejiga dando lugar a sintomas
irritativos, obstructivos o mixtos. Forman parte de los sintomas irritativos la necesidad urgente y
premiosa de orinar incluso llegando a la incontinencia por urgencia, aumento del numero de veces
que se precisa orinar, tanto de dia como de noche, disminucion del volumen de cada miccion, y la

insatisfaccion o persistencia de peso suprapubico después de haber orinado.

Vejiga hiperactiva y sintomas del tracto urinario inferior (LUTS)
asociados a hiperplasia benigna de proéstata

Sindrome de vejiga hiperactiva (SVH)

El SHV fue definido por la International Continence Society (ICS) como: urgencia miccional, con
0 sin incontinencia de urgencia, generalmente acompafiada de fecuencia y nocturia en ausencia de
infeccion probada u otra enfermedad demostrable (Abrams y col., 2003). Estas combinaciones de
sintomas sugieren hiperactividad del detrusor demostrable urodinamicamente, pero pueden ser
debidas a otras formas de disfuncidn uretro-vesical. Estos términos pueden ser usados si no existe
infeccion probada u otra patologia. Puede afectar a ambos sexos, con predominio en las mujeres,
aumenta su incidencia con la edad y altera la calidad de vida de quien la padece. La prevalencia en
Europa oscila entre el 12% y el 22% en personas de 40 afios 0 mas afios de edad (Milson y col., 2001).
En el estudio NOBLE, la prevalencia encontrada fue del 16,5% de la poblacion mayor de 18 afios
(Stewart y col., 2003). Un estudio epidemiologico realizado en Espafia, registro una prevalencia de
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sintomatologia compatible con SVH, en personas de edad igual o superior a los 40 afios, del 21,5%
(Castro y col., 2005). EI SVH tiene un efecto significativo en la calidad de vida, particularmente si se
asocia con la incontinencia.

Desde el punto de vista farmacoldgico, el objetivo sera inhibir las contracciones vesicales del musculo
detrusor, disminuir la sensibilidad vesical y la frecuencia miccional, con el consecuente incremento en
la capacidad de la vejiga para almacenar orina. La base del tratamiento para la vejiga hiperactiva (VH)
se ha compuesto de medicamentos anticolinérgicos o antimuscarinicos, administrados por via oral. Las
terapias hormonales de reemplazo, antidepresivos triciclicos y la desmopresina también se han
utilizado para la gestion de la VH (Robinson y col., 2010).Uno de los primeros medicamentos
anticolinérgicos utilizados para la VH fue la oxibutinina oral, aunque tiene los inconvenientes de la
dosificacion diaria multiple y efectos secundarios molestos, como sequedad de boca y ojos, vision
borrosa, estrefiimiento y cognicion deteriorada (Wagg y col., 2012). La oxibutinina es un agente
antimuscarinico no selectivo que inhibe el efecto de la acetilcolina sobre el musculo liso. Provoca la
relajacion del musculo detrusor, pero no tiene efectos en la union neuromuscular o en los ganglios
autéonomos. Relajando el detrusor, aumenta la capacidad de la vejiga, reduciendo la frecuencia de las
contracciones involuntarias y la incontinencia (Ditropan® (oxybutynin chloride) tablets and syrup
[prescribing information] Mountain View, CA: ALZA Corp; 2008). Como se ha mencionado
anteriormente, los anticolinérgicos selectivos tienen relativamente mas afinidad por los receptores M2 y
M3, que son los mas prevalentes en la vejiga (Jamshidi y col., 2011). Tratamientos mas recientes
incluyen el uso de mirabegron, un agonista del receptor -3 adrenérgico, y la administracion intravesical
de toxina botulinica. Estos agentes evitan efectos secundarios anticolinérgicos por su mecanismo de
accion alternativo. EI mirabegron es el primer agonista de los receptores $3-adrenérgico aprobado para
el tratamiento de la VH (Lee y col., 2013; Vij y col., 2015). La relajaciéon del musculo detrusor durante la
fase de llenado vesical estamediado principalmente por la accion de la noradrenalina en los receptores
B1, 2, 3-adrenérgicos. La subclase B3 parece ser mas importante en la mediacion de la relajacion del
detrusor humano y se expresa preferentemente en la vejiga urinaria (Sacco y col., 2012). Los
principales sitios de accion del mirabegron son los B3-adrenérgicos en el musculo liso del detrusor.
Este agente causa la relajacion del musculo detrusor durante el llenado de la vejiga e inhibe la
hiperactividad del musculo (Khullar y col., 2013).

En comparacion con los medicamentos anticolinérgicos, los agonistas 3 adrenérgicos aumentan la
capacidad de la vejiga sin ningun cambio en la presion de la miccion o el volumen (Takasu y col.,
2007).
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LUTS asociados a la Hiperplasia Benigna de Prostata (HBP)

La HBP es el tumor benigno mas frecuente en varones mayores de 60 afios, cuya presencia
esta relacionada con la edad (Roehrborn y col., 2002). La préstata se encuentra aumentada de tamafio
en mayor o menor medida, de forma uniforme y con una consistencia firme y elastica y esta formada
por la proliferacion de elementos glandulares, musculares y del estroma que en su crecimiento
comprimen la prostata periférica formando la llamada capsula quirirgica. El crecimiento de la préstata
puede provocar compresion de la porcidn de la uretra que se encuentra por debajo de la vejiga dando
lugar a sintomas irritativos, obstructivos o mixtos.

La localizacion anatomica de la préstata en el cuello vesical, envolviendo a la uretra, juega un papel
importante en la fisiopatologia de la HBP. Dos son los componentes que contribuyen a producir los
sintomas relacionados con la HBP:

« Componente estatico: Debido a la obstruccién mecanica sobre el cuello vesical que
produce el agrandamiento de la préstata por la hiperplasia del tejido glandular bajo el
estimulo de la dihidrotestosterona (DHT).

»  Componente dindmico Debido al aumento y disfuncion en el tono muscular que de forma
reactiva se produce en el musculo liso prostatico y vesical mediado por receptores o-

adrenérgicos.

Los LUTS se refieren a un grupo de sintomas urinarios, cuya prevalencia es dependiente de edad
(Roehrborn y col., 2002).

Las manisfestaciones clinicas pueden dividirse en:
« Obstructivas o de vaciado: vaciado incompleto, miccion intermitente, disuria
» |rritativas o de llenado, debidas generalmente a la inestabilidad del detrusor y la disfuncion

vesical: urgencia miccional, polaquiuria, nocturia

Disfuncion eréctil asociada a LUTS/HBP

La reseccion transuretral de la préstata es el procedimiento quirirgico que con mas frecuencia
se realiza para tratar los sintomas de obstruccién de la via urinaria inferior y se menciona a menudo
entre los muchos factores de riesgo relacionados con la produccién de disfuncion eréctil, aunque los
datos existentes en la literatura no son muy concluyentes. La causa de la disfuncion eréctil asociada

con la reseccion transuretral de la préstata no esta del todo definida. Se ha relacionado con lesiones
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intraoperatorias de las estructuras nerviosas implicadas en la ereccion, con la aparicién posoperatoria
de fistulas cavernoso-espongiosas que condicionanalteraciones del mecanismo veno-oclusivo y con
factores psicologicos (Padma-Nathan, 1988). La cirugia pélvica puede ser responsable de ciertos casos
de disfuncién eréctil neurogénica. Los nervios parasimpaticos son fundamentales en la ereccion y
pueden resultar dafiados por procedimientos tales como la extirpacién de la préstata (Martinez-
Jabaloyas y col., 2010).

La evidencia clinica muestra una asociacion significativa entre la DE y los LUTS (Feldman y col., 1994;
Macfarlane y col., 1996; Frankel y col., 1998; Braun y col., 2003), y se han publicado estudios
epidemiologicos que sefialan la existencia de un amplio numero de pacientes que manifiestan
simultaneamente tanto DE como LUTS (Feldman y col., 1994; Rosen y col., 2005). Esta asociacion
plantea que puedan existir mecanismos fisiopatologicos comunes. Se han propuesto factores tanto
organicos como psicogenicos como responsables de la DE en pacientes con LUTS (Frankel y col.,
1888; Macfarlane y col., 1996; Goldstein, 2000; Rosen y col., 2005). Una serie de mecanismos
fisiopatologicos podrian contribuir tanto a la DE como a los LUTS, incluyendo el deterioro de la via de
sefializacion del NO/GMP¢ (Rosen, 2006), la desregulacion de los receptores a-adrenérgicos, el
incremento de la actividad RhoA-Rho quinasa (ROCK) (McVAry., 2005), la disfuncion endotelial y los
cambios ateroscleroticos (Mouli y col., 2009) (fig. 15). Como se ha mencionado anteriormente, el
deterioro de la via del NO/GMPc esté claramente establecido en el tejido eréctil de los pacientes con
DE (Gratzke y col., 2010; Angulo y col., 2010a). También, existen evidencias del papel del NO en la
regulacion del tono del muasculo liso de la vejiga, prostata y uretra (Kedia y col., 2008), al igual que se
detecta la expresién y la actividad de los enzimas responsables de la sintesis de NO, eNOS y nNOS
(Dixon y col., 1995; Kedia y col., 2008), liberando NO en respuesta a varios estimulos (Gillespie y col.,
2006), y de la enzima que regula esta via hidrolizando el GMPc¢, la PDE5 (Fibbi y col., 2010). Esto
puede explicar la modulacion de las respuestas funcionales de la vejiga y prostata humanas por
inhibidores PDES (Angulo y col., 2012), que también han mostrado eficacia clinica en el tratamiento de
los LUTS (McVary y col., 2007). La observacion del deterioro de los nervios y el endotelio con déficit en
la produccion de NO en la hipertension o en el sindrome metabdlico hace pensar en la asociacion de
DE y LUTS ya que estos factores de riesgo cardiovascular son frecuentemente observados en
pacientes estas patologias (Corona y col., 2007).

Otro mecanismo que puede contribuir tanto a la DE como a los LUTS es la hiperactivacion de la Rho-
quinasa. Existen evidencias de hiperactivacion de esta via en modelos de DE (Guagnini y col., 2012;
Hannan y col., 2013). Se ha demostrado alteracion en la via de sefializacion RhoA-ROCK en el cuerpo
cavernoso (Fibbi y col., 2008), asi como en vejiga de ratas SHR que desarrollan HBP y VH (Wibberley y

col., 2003). La inhibicion de la enzima ROCK limita la VH, reduce las contracciones de las muestras de
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vejiga de ratas SHR (Rajasekaran y col., 2005; Inoue y col., 2012) y mejora la funcidn eréctil (Fibbi y
col., 2008).

Se ha sugerido que un incremento de la actividad simpatica del sistema adrenérgico desempefia un
importante papel en la fisiopatologia de la DE y de los LUTS asociados a HBP (Yassin y col., 2006). La
hiperactividad autonémica esta relacionada con una desregulacion del tono parasimpatico y simpatico.
Estudios en un modelo de rata hiperlipidémica apoyan la correlacion entre la hiperactividad autondmica
y los LUTS/DE ya que se observo un agrandamiento de la prostata, VH y DE (Rhaman y col., 2007). Al
igual que en ratas hipertensas se observé el desarrollarlo de un incremento de la actividad autonémica,
hiperplasia prostatica, LUTS y DE (Golomb y col., 2000). De hecho, los antagonistas as-adrenérgicos
se utilizan en la clinica para tratar los sintomas urinarios en pacientes con HBP (Roehrborn y col.,
2004). Esta hiperactivacion adrenérgica podria estar relacionada con el deterioro de la via del
NO/GMPc¢ ya que la estrategia de inhibir la PDES, potenciando esta via, en combinacion con el bloqueo
as-adrenérgico resulta en una eficacia superior a la obtenida con ambos tratamientos por separado
para reducir las contracciones neurogénicas del cuello de la vejiga y la préstata humana (Angulo y col.,
2012).

MECANISMOS PATOGENICOS COMUNES
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Fig. 15 Representacion esquematica de los mecanismos patwigés comunes vinculados
a LUTS como resultado de HBP y DENO: 6xido nitrico; GMR: guanosin monofosfato;
ROCK: Rho-quinasa; HBPhiperplasia benigna de prostata)TS: sintomas del tracto
urinario inferior; DE: disfuncion eréctil. (Esquema modificado de Gacobly, 2011).
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La aterosclerosis de prostata, pene y vejiga representa un mecanismo que conecta todas las teorias
anteriores porque la aterosclerosis pélvica, reduce la sefializacién del NO, altera la via del Rho/ROCK,
y promueve la hiperactividad autonémica (Montorsi y col., 2006). Estudios preclinicos han demostrado
que la hipoxia o la isquemia de la vejiga se correlaciona estrechamente con alteraciones en el tejido
eréctil y en los LUTS (Ghafar y col., 2002) a través de inducir fibrosis y reduccion de la NOS (Du y col.,
2003). Ademas, modelos animales de hiperlipidemia y sindrome metabdlico desarrollan HBP, VH y DE
(Rahmany col., 2007; Vikram y col., 2010) (fig.15).
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo fue evaluar la estimulacion farmacolégica de los Kca como
estrategia terapéutica para mejorar la eficacia del tratamiento convencional de la DE en diabetes y para

aliviar la hiperactividad vesical, que frecuentemente se asocia a la DE.
Los objetivos concretos fueron los siguientes:

» Determinar el papel de los Kca en las relajaciones causadas por la inhibicién de la PDE5 en
CCH y ARPH.

* Analizar la expresion y localizacion de los Kca en el CC y ARP de humanos y ratas.

e Caracterizar el impacto de la diabetes sobre las respuestas funcionales mediadas por
NO/GMPc en el CCH y las ARPH y evaluar la influencia de la activacion de los Kca sobre la
eficacia vasodilatadora de un inhibidor de la PDES en las ARPH de pacientes diabéticos.

« Evaluar la la eficacia in vivo de los activadores de los Kca para potenciar los efectos pro-
eréctiles de los inhibidores de la PDE5, tanto en condiciones fisiolégicas como en un
modelo animal de DE diabética.

» Analizar los efectos de la activacion de los BK en la contraccidén neurogénica y miogénica
de la vejiga humana de sujetos sanos y pacientes que presentan alteraciones urinarias
relacionadas con la hiperplasia benigna de prostata (HBP).

« Evaluar la eficacia de la activacion de los BK para reducir la actividad vesical en un modelo

de vejiga hiperactiva en rata.
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Métodos

Tejido de pene humano

Los especimenes de cuerpo cavernoso humano se obtuvieron de donantes de 6rganos
fallecidos como consecuencia de un accidente de trafico, un traumatismo craneoencefalico o un
accidente cerebrovascular, asi como de pacientes con disfuncién eréctil en el momento de la cirugia
para la implantacion de una prétesis peneana. La obtencién de los especimenes fue aprobada por los
Comités Eticos de las respectivas instituciones, que incluian diferentes hospitales publicos y privados
de Espafia y Portugal. Los tejidos se mantuvieron a 4-6 °C en solucién M-400 (composicion por 100 m:
4,19 g de manitol, 0,205 g de KH2PO4, 0.97 g de K2HPO4.3H20, 0,112 g de KCI, 0,084 g de NaHCOs,
pH 7,4) en el momento de la obtencion de la biopsia y fueron transportados al laboratorio para su
utilizacién dentro de las 24 horas siguientes (Simonsen y col.,1997, Angulo y col., 2002; Angulo y col.,
2003b; Angulo y col., 2009; Angulo y col., 2010a) (fig. 16).

Fig. 16. Muestra de tejido de pene humano obteradde un donante de érganos.

Se emplearon muestras procedentes de un totaldea&sentes de Hospitales de Espafia y
Portugal. De los especimenes, 61 eran procedeeatdsrthntes de 6rganos sin antecedentes
conocidos de DE y 174 procedentes de pacienteslisfumcion eréctil. Las caracteristicas

epidemiologicas de estos pacientes se muestrantahla 2.

-B53-



Materiales y Métodos

Donante de | Pacientes No Pacientes
Organos Diabéticos Diabéticos
n 61 88 86
Edad (afios) 38,7+£2,3 56,4+1,0 55,9+1,2
Tratamiento de la Diabetes
Hipoglucemiantes 23 (29,0%)
Insulina 56 (58,1%)
Sin tratamiento 7 (12,9%)
Hipercolesterolemia 1(1,6%) 21 (23,9%) 24 (27,9%)
Hipertension 4 (6,5%) 24 (27,3%) 30 (35,7%)
Alteraciones Neurolégicas 1(1,6%) 27 (30,7%) 14 (16,7%)
Alteraciones Hormonales 0 1(1,1%) 0

Tabla 2. Caracteristicas epidemiologicas de los paates cuyos tejidos fueron recogidos
para este estudio.

Reactividad vascular de arterias de resistencia del pene
humano

De las muestras de cuerpo cavernoso se obtuvieron las arterias helicinas (con un diametro
luminal de 150-400 um), que son las ramas terminales de las arterias profundas del pene. Se disecaron
eliminando cuidadosamente el tejido trabecular circundante y se seccionaron en segmentos arteriales
de 2 mm de longitud. (fig. 17A). Los segmentos vasculares se dispusieron sobre dos alambres de 40
Mm de diametro en un midgrafo de Halpern-Mulvany (J.P. Trading, Aarhus, Dinamarca) para el registro
de la tensién isométrica. Uno de los alambres estaba fijo a un transductor de fuerza y el segundo a un
tornillo micrométrico de desplazamiento y ambos se colocaron paralelos dentro de la luz del segmento
vascular (fig. 17B) (Angulo y col., 2003a). Los segmentos arteriales se encontraban, a su vez,
sumergidos en una solucién Krebs-Henseleit (KHS) con la siguiente composicion: 119 mM NaCl, 4,6
mM KCI, 1,5 mM CaCl,, 12 mM MgClz, 24,9 mM NaHCOs, 11 mM glucosa, 1,2 mM KH2PO4 y 0,027
mM EDTA, a 37 °C, continuamente burbujeada con una mezcla de 95% O / 5% CO; para oxigenar y
mantener un pH de 7,4. Tras un periodo de estabilizacién de 30 min, se calculé la tensién pasiva y el

didmetro interno del vaso (L100), a partir de sucesivas lecturas de distension de los segmentos
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vasculares, determinando la presion correspondiente a cada distension. Se finaliza la distension del
vaso cuando la presion excede los 100 mmHg (13,3 Kpa). La circunferencia interna (L1) viene dada por
la ecuacion L1 =0,9 x L100 (equivalente al 90% de la presién transmural de 100 mmHg a la cual el
desarrollo de la fuerza se acerca al maximo) (Mulvany y col., 1977).

Tras un periodo de equilibrio a la tensién adecuada, y para examinar la funcionalidad del masculo liso,
las arterias se expusieron a una solucién de 120 mM K* (KKHS, sustitucion equimolar de NaCl por KClI
en KHS) y se midio la respuesta contractil. Las arterias se contrajeron con norepinefrina (NE) 1-5 uM
(aproximadamente el 80% de la contraccion inducida por la KKHS) hasta obtener un tono contractil
estable. La homogeneidad de la contraccion fue especialmente importante en los experimentos de
curvas paralelas (ej. dosis-respuesta a sildenafilo, tadalafilo y a 8-Bromo-GMPc¢), en las que se procurd

obtener el mismo tono contractil.

Arteria helicina

Adfl [T TT]

Registro de datos

Tornillo
micrometrico

Transductor ‘)

Fig. 17. (A) Muestra de una arteria helicina aislada del teado peneano humano y
disecada del tejido trabecular circundante. (B) Regesentacion de un segmento vascular
de pene humano montado en un midgrafo de Halpern-Muany.

Para obtener segmentos arteriales desprovistos de endotelio se pasé repetidamente un cabello
humano a través de la luz vascular. Se determind la eliminacién del endotelio a nivel funcional

comprobando la ausencia de respuesta relajadora tras la exposicion a ACh (10 uM).
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La aplicacion de la estimulacion eléctrica transmural en las arterias (EET) se llevé a cabo utilizando
microelectrodos de platino (JP Trading) adaptados al miégrafo y conectados a un estimulador eléctrico
y a un amplificador de la corriente (Cibertec, Madrid, Espafa). Los parametros de la EET fueron: 75
mA, 0,3 ms durante 20 s a frecuencias crecientes: 0,5, 1, 2, 4, 8 y 16 Hz con intervalos de 5 min entre
cada estimulacién. Las respuestas a la EET se evaluaron en segmentos vasculares contraidos con NE
y tratados previamente (45 min antes) con atropina (0,1 uM) que bloquea los receptores muscarinicos,
y guanetidina (10 puM) que inhibe la neurotransmision adrenérgica. De este modo se obtuvieron
respuestas relajantes neurogénicas, no adrenérgicas no colinérgicas, en las arterias.

Se evaluaron las respuestas relajadoras tras la adicion sobre las cdmaras de cantidades acumulativas
de los distintos compuestos. Se consideraron los controles de los efectos de los diferentes tratamientos
las curvas de respuesta-concentracion de los segmentos arteriales del mismo paciente que recibieron
solo el vehiculo (0,001% DMSOQ). La respuesta relajadora se expresé como el porcentaje de la
relajacion total (pérdida de tono) inducida por la adicion de papaverina (0,1 mM) a las camaras al final

del experimento.

Experimentos con cuerpo cavernoso humano

A partir de los especimenes de tejido peneano humano, también se obtuvieron tiras de cuerpo
cavernoso humano (3x3x7 mm de tamafio aproximado) y se sumergieron en las camaras de érganos
con 8 ml de KHS, mantenidos a 37 °C y burbujeados con 95% Oz / 5% CO2, a pH 7,4 (fig. 18). Tras un
periodo de estabilizacion de 60 min, cada tira de tejido se sometié a una sucesion de estiramientos
para determinar su tension Optima, que se establecié cuando la respuesta contracti a 1 uM de
fenilefrina (PE) fue maxima (Kim y col., 1991, Angulo y col., 2003b). Del mismo modo que en las
arterias, para examinar la funcionalidad del musculo liso de las tiras del cuerpo cavernoso, éstas se
expusieron a una solucién de 125 mM K* y se midi6 la respuesta contractil. Las respuestas relajadoras
se evaluaron mediante la adicion a las camaras de concentraciones acumulativas de los distintos
compuestos, sobre las tiras de cuerpo cavernoso, contraidas con PE 0,5-3 uM (aproximadamente el
80% de la contraccién inducida por la KKHS).

Se trata de obtener una contraccion comparable en cada tira de tejido, una cuestién especialmente
importante en los experimentos en paralelo donde se intenta conseguir que tengan un tono contractil
comparable. Las respuestas relajadoras se expresaron como el porcentaje de la relajacion total
(pérdida de tono) inducida por la adicion de papaverina (0,1 mM) a cada una de las cdmaras al final del

experimento.
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Ifig. 18. Muestra de tiras de cuerpo cavernoso de pene humamontadas en un bafio de
organos.

La EET se aplic en las tiras de cuerpo cavernoso a través de dos electrodos de platino colocados a
ambos lados del tejido y conectados a un estimulador eléctrico y a un amplificador de la corriente
(Cibertec). Los parametros de estimulacion fueron: 75 mA, 0,5 ms durante 20 s a las frecuencias de
0,5, 1, 2, 4, 8 y 16 Hz. Para evaluar las respuestas relajadoras neurogénicas no adrenérgicas no
colinérgicas (NANC) la EET se aplico en tiras de cuerpo cavernoso precontraidas con PE. Estos tejidos
se trataron previamente (60 min antes) con atropina (0,1 uM) y guanetidina (10 uM) para prevenir la

activacion de la neurotransmision colinérgica y adrenérgica, respectivamente.

Animales de experimentacion

Los animales empleados en este estudio, ratas de la cepa Sprague-Dawley, procedieron del
Animalario del Hospital Universitario Ramon y Cajal (Madrid).

-57 -



Materiales y Métodos

Modelo de diabetes

Los estudios se realizaron de acuerdo con la declaracion de Helsinki y con la legislacion
vigente sobre el Uso de Animales de Experimentacion, y fueron aprobados por el Comité Etico de
Experimentacion Animal del Hospital Ramén y Cajal (Exp.11/2010). Se emplearon 60 ratas macho
sometidas a ciclos de 12h luz/oscuridad con libre acceso a la comida y al agua. La diabetes
dependiente de insulina se indujo en ratas macho de 12 semanas de edad de la cepa Sprague-Dawley
por una administracion Unica de estreptozotocina (60 mg/Kg; intraperitoneal) disuelta en un tampon de
acido citrico-citrato trisédico (0,1 M), a un pH 4-4,5. Después de una semana se obtuvieron muestras
de sangre de la cola y se midieron los niveles de glucosa utilizando un glucdmetro Accutrend
(Boehringer Mannheim, Alemania). Se consideraron diabéticas las ratas cuyos niveles de glucosa en
sangre superaron los 200 mg/dl (>11 mM) en ese momento. Los niveles de glucemia fueron evaluados
semanalmente. Los animales controles no diabéticos se inyectaron con la solucion tampén (buffer de
citrato) y se mantuvieron en las mismas condiciones que las ratas diabéticas. Los experimentos se
llevaron a cabo tras un periodo de 8 semanas después de la induccion de la diabetes. Este periodo de
evolucion de la diabetes es suficiente para observar, in vivo e in vitro, alteraciones en la funcién
vascular y eréctil (Rehman y col., 1997; Angulo y col., 1998; Escrig y col., 2002; Angulo y col., 2005;
Angulo y col., 2010b). Tras la evaluacion de las respuestas eréctiles las ratas se sacrificaron con una
sobredosis de anestesia.

Determinacion de las respuestas eréctiles a la estimulaciéon eléctrica del nervio
cavernoso en ratas anestesiadas

Las ratas se anestesiaron con ketamina (60 mg/Kg) (Pfizer Parke-Davis, S.L. Alcobendas,
Madrid, Espafia) y diazepam (4 mg/Kg) (Roche Farma, S.A.). El procedimiento quirirgico consistio en
la realizacion de una incisién transversal en la zona escrotal accediendo a la base de los cuerpos
cavernosos del pene separando ligeramente el musculo isquio-cavernoso. La presion intracavernosa
(PIC) se reqistr6 a través de una aguja de calibre 25 G insertada en la base del cuerpo cavernoso (fig.
19A) que estuvo conectada a un transductor de presion (Abbott, Sligo, Irflanda) y se registr6 en el
sistema de adquisicion de datos MacLab (ADInstruments, Castle Hill, Australia). Mediante una incision
en la zona medial inferior del abdomen se expuso la prostata del animal y se aislé el nervio cavernoso
en la zona postero-lateral derecha de la misma.

Se cateteriz6 la vena yugular externa derecha para la infusion de solucion salina (0,9% NaCl) o los
farmacos y la arteria carotida izquierda para la medicion continua de la presién arterial sistémica a

través de un transductor de presion conectado al sistema de datos MaclLab. De la sefial obtenida del

-58 -



Materiales y Métodos

registro de la presién arterial se obtuvo el registro de la frecuencia cardiaca mediante el software del
sistema de adquisicion de datos. El animal recibié una infusién continua de solucién salina a lo largo de
todo el experimento (5 ml/h). El nervio cavernoso se estimuld con un electrodo bipolar de platino en
forma de gancho (fig. 19B), conectado a un estimulador y a un amplificador de la corriente (Cibertec
CS-9, Madrid, Espafia). La estimulacién eléctrica del nervio cavernoso (EENC) consisti6 en la
aplicacién de pulsos de 1,5 mA de intensidad, 1 ms de duracién, durante un minuto, a frecuencias de
1, 3y 10 Hz con un intervalo de 3 min entre ellas (Angulo y col., 2005; Angulo y col., 2009; Angulo y
col., 2010b) (fig. 19C).
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Fig. 19. Registro de la presion intracavernosa en un modelde evaluacion de las
respuestas eréctiles en rata(A) Insercion de una aguja de calibre 25 G en la base
cuerpo cavernoso izquierd@®) Estimulacion eléctrica del nervio cavernoso (EENE&)echo
con un electrodo bipolafC) Registro de la presion arterial, de la PIC y ddréguencia
cardiaca durante la EENC.

Para evaluar los efectos de los diferentes tratamientos sobre las respuestas eréctiles a la EENC, se
realiz6 una curva frecuencia-respuesta control y, tras un periodo de estabilizacién, se administré por via
intravenosa el NS1619 (0,3 mg/kg), el NS-8 (0,3 mg/kg) o el vehiculo (5% DMSO+15% hidroxi-propil--
ciclodextrina (HPBCD) y tras un periodo de 15 min de incubacion se repitio la curva de estimulacion.

Las respuestas eréctiles se volvieron a determinar tras 15 min de incubacion de una dosis mas alta de
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los activadores de los Kca (5 mg/kg). En otra serie de experimentos, para la evaluacion de los efectos
agudos de los diferentes tratamientos en las respuestas eréctiles, se llevdé a cabo una curva de
estimulacién control y tras un periodo de estabilizacién, se administré intravenosamente el sildenafilo
(0,1 mg/kg 6 0,3 mg/kg) o el vehiculo (15% HPBCD). Tras un periodo de incubacion de 30 min, se
administré por via intravenosa el NS1619 (0,3 mg/kg) o el NS-8 (0,3 mg/kg) o el vehiculo (5%
DMSO+15% HPBCD). Se evaluaron de nuevo las respuestas eréctiles a la EENC 15 minutos después

de la administracion del NS1619, NS-8 o el vehiculo. El volumen de inyeccion fue de 0,2 ml.

Histologia

Fijacion e inclusion en parafina

Los especimenes de cuerpo cavernoso, tanto de penes humanos como de ratas, se lavaron en
tampon fosfato (PBS) para limpiar el tejido y mantener condiciones isotonicas e hidratacion.
Posteriormente se fijaron en paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS, 0,1 M, pH 7,4, durante 4 6 5 dias a
4 °C para preservar el tejido en condiciones similares a las que tiene in vivo, evitar su deterioro y
endurecerlo. Después se incluyeron en parafina para rodear las piezas de un material suficientemente
rigido como para poder ser cortadas en secciones de poco espesor. Para ello, los especimenes se
lavaron en PBS (dos veces durante 30 minutos cada lavado) y se deshidrataron sumergiéndolos en
soluciones de menor a mayor concentracion de alcohol (etanol al 70%, 80%, 96%, 100%; dos o tres
lavados durante 20 6 30 minutos cada uno) para posteriormente terminar en xilol, durante 60-90 min,
dependiendo del grosor del tejido, hasta que quedaron transparentes. A continuacion, los especimenes
se incluyeron en distintos bafios de parafina para la realizacién de los bloques. Después los bloques de
parafina se cortaron en el microtomo (Leica Microsystems AG) en secciones de 5-7 um de grosor que
se depositaron en portaobjetos silanizados (tratados con una sustancia, silano, que actia como
pegamento para depositar los cortes). Los cortes se mantuvieron en estufa a 37 °C durante 2 6 3 dias,
hasta que se cambiaron a otra estufa a 60 °C durante 30 minutos, para favorecer la adhesion de los

cortes.
Técnicas de tincion para observaciones con microscopio 6ptico

Tincion histolégica con Hematoxilina-Eosina de Harris

Los cortes fueron desparafinados (10 min a 60 °C o toda la noche a 37 °C, 3 pasos de 5 a
10 minutos de xilol y por lo menos tres pasos de etanol, habitualmente 96° 80° 70°, de 3 a 5
minutos) e hidratados llevandolos hasta agua destilada (5 min). A continuacién, se colorearon con
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hematoxilina de Harris (Merck KGaA, Damstadt, Alemania) durante 5-10 min. Tras lavar con agua,
durante 10 min (agua corriente, en cubeta). La muestra se sumergi6 y se saco rapidamente en una
cubeta con alcohol clorhidrico (0.5% de HCI en etanol absoluto) varias veces, para eliminar el
exceso de coloracion en la muestra (diferenciacion).Se neutralizé el cido sumergiendo la muestra
en agua corriente durante 2 min pasando por agua destilada antes de continuar. La muestra se
sumergié en eosina durante 3-5 min y, tras la deshidratacion se montaron en portaobjetos con el
medio de montaje (Depex). La hematoxilina al ser bésica tifie acidos, de color morado (nucleos con
DNA y RNA) mientras que la eosina es un &cido y tifie bases, de color rosado (citoplasma).

Tincion histolégica con Tricromico de Masson

Tras tefiir con hematoxilina de Harris de igual modo a lo descrito anteriormente, se lavaron las
muestras en una cubeta con agua corriente para eliminar el exceso del colorante. Después de un
bafio rapido con agua acética (1%), seguido de un bafio rapido con agua corriente, se sumergieron
en fucsina de Ponceau durante 5 min y se vvolvieron a lavar con agua corriente seguido de un
bafio rapido con agua acética 1%. Se sumergieron a continuacion en acido fosfomolibdico al 1%
durante 5 min. Tras un bafio rapido con agua acética 1% las muestras se sumergieron en azul de
anilina durante 10 min. A partir de aqui los cortes se montaron del mismo modo a lo descrito en el
apartado anterior.

Es una técnica para la coloracion de fibras colagenas y elasticas. Se observan tres colores
distintos: Nucleos de azul oscuro, citoplasma, queratina, fiboras musculares, eritrocitos de rojo

(rosado) colageno y fibras de reticulina (colageno lll) de azul claro.

Técnica inmunohistoquimica

Para la realizacion del ensayo de inmunohistoquimica los especimenes de cuerpo cavernoso
humano y de rata fueron fijados en 4% de paraformaldehido e incluidos en bloques de parafina. Los
cortes fueron desparafinados con xilol como ya se ha descrito. Las muestras se sumergieron en 2 litros
de citrato sodico a pH 6 en una olla a presién y se llevaron a ebullicion durante 3 min para que tuviese
lugar el desenmascaramiento antigénico. Tras 30 min de atemperacion, se neutralizaron las
peroxidasas enddgenas con perdxido de hidrogeno (H202) (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn bei
Manchen, Alemania) al 0,5% en metanol, durante 10 min en oscuridad. Las secciones se lavaron dos
veces en tampdn PBS 'y se incubaron con el tampon de bloqueo (0,1M PBS con suero de cabra al 5%,
conteniendo Tritdn X-100 (Sigma) al 0,1%) para un bloqueo inespecifico durante 60 min. Se retir el

bloqueo y las secciones se incubaron durante toda la noche a 4 °C, en camara humeda, con los
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anticuerpos policlonales primarios de conejo contra la subunidad a de los Kca de humanos y ratas: anti-
BK (péptido (C)STANRPNRK-SRESRDK, que corresponde a los aminoacidos 1184-1200, parte
intracelular del domininio  C-terminal), anti-IK (M20, péptido del dominio N-terminal
GGDLVLGLGALRRRKC rata y humano), anti-SK1 (L-155, péptido C-terminal CSSPYRWTPVAPSDYG
para el canal de potasio humano SK1 y rb200, péptido CSPQSHWLPTTASDYG para el canal de rata
SK1) anti-SK2 humano (M1-péptido N-terminal CRRSSSTAPPTSSESS), anti-SK3 (M75, péptido C-
terminal DTSGHFHDSGVGDLDC rata y humano). Los anticuerpos Anti-BK y anti-IK se utilizaron a una
dilucion de 1:50, mientras que los anticuerpos anti-SK se utilizaron a 1:20. El anticuerpo anti-BK se
obtuvo de Alomone Labs (Jerusalén, Israel) y reacciona tanto con BK humano como con BK de rata.
Los otros anticuerpos fueron proporcionados por el Dr. Mark Chen de Glaxo- Smith-Kline (UK) quien
describio previamente que detectan los diferentes canales Kca humano y de rata (Chen y col., 2004).
Después, las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo Ig G (Zymed,
San Francisco, CA, USA) durante una hora a temperatura ambiente. Tras lavar con PBS, se
mantuvieron los cortes en presencia del complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC Staining System,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) durante una hora. A continuacién, se lavaron los
cortes dos veces con PBS y se revelaron con 3, 3"-diaminobencidina

(DAB Substrate Chromogen System, Dako, Glostrup, Dinamarca) durante 7-10 min. Tras un lavado con
agua destilada, se colorearon con hematoxilina (DakoCytomation) durante 30-60 s para conseguir
contraste con el fondo y se deshidrataron y montaron como se ha descrito. Se llevaron a cabo los
controles de los diferentes canales Kcs, tanto en tejido humano como en tejido de rata, siguiendo el

mismo protocolo pero en ausencia del anticuerpo primario.

Determinacion del contenido de GMP¢ en cuerpo cavernoso
humano

Las tiras de cuerpo cavernoso se sumergieron en las camaras de 6rganos conteniendo 8 ml de
KHS, mantenidas a 37 °C y aireadas con 5% CO2/95% O, a pH 7,4. Cada tira de tejido se someti6 a
una serie de estiramientos hasta obtener la tension éptima, determinada por una respuesta contractil
maxima a 1 uM de PE. Los tejidos pasaron un tiempo de estabilizacion de 30 min y tras este periodo
de tiempo cada muestra de tejido de cuerpo cavernoso se incubd con 0,5 uM de PE durante 15 min;
después, los tejidos se trataron o no (controles) con 10 uM de ACh durante 5 min e inmediatamente
después se congelaron con N2 liquido, ya que los nucleétidos ciclicos son metabolizados rapidamente
en el tejido. Una vez congelados, se conservaron a -80 °C hasta su procesamiento. Para las

determinaciones, los tejidos congelados se trituraron en un mortero sobre hielo seco para prevenir su
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descongelacion. Las muestras trituradas se llevaron a tubos de ensayo con 3 ml de &cido
tricloroacético (TCA) (Merck) al 6%, sobre hielo. Se homogeneizaron las muestras con un
homogeneizador tipo Polytron (30 pases) sobre hielo. Los homogeneizados se centrifugaron a 5000
rpm (rotor JA20), a 4 °C durante 20 min. Se separaron los precipitados de los sobrenadantes con una
pipeta Pasteur. Se dispusieron cuidadosamente los sobrenadantes en tubos de 10 ml. Los pellets
fueron utilizados para la cuantificacion de proteinas, almacenandose a -20 °C hasta su determinacion.
Se extrajo el TCA con éter dietilico (Panreac) saturado de agua (500 ml éter mas 50 ml agua
destilada), afadiendo 4 veces el volumen de la muestra. Se agitdo con vortex y se separ6 la capa
superior, que corresponde al éter con el TCA (Kim y col., 1993). Este proceso se realizé 4 veces y en el
ultimo pase se desechd la fase del éter y la fase acuosa se decanté en viales de vidrio sobre hielo seco
para su posterior liofilizacion. Las muestras congeladas se liofilizaron durante toda la noche y se
almacenaron a -20 °C hasta la determinacion por ELISA utilizando un kit de Cayman Chemical Co.
(Ann Arbor, MI, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante (Séenz de Tejada y col., 2001; Angulo y
col., 2009).

Con los valores de la concentracion de GMP¢ obtenidos en el ensayo se calculd el contenido total de
GMPc para cada muestra y se refirieron a los mg de proteina total presentes en el tejido de cuerpo
cavernoso de procedencia (expresando la cantidad de GMPc como pmol/mg de proteina) (Saenz de
Tejada y col., 2001; Angulo y col., 2009).

Determinacion de proteinas (Método de Lowry)

El contenido de proteinas se determind en los sedimentos obtenidos tras la homogeneizacidn
de los tejidos. A cada muestra se le afiadié 1 ml de hidréxido sédico (NaOH 1 N) (Merck). Los tubos
conteniendo las muestras se introdujeron en un bafio de agua durante 60 min a una temperatura de 80
°C, y fueron agitadas cada 15 min hasta que se disolvié completamente la muestra. Para determinar la
concentracion de proteinas se realizd una curva patron con una solucion de albimina sérica bovina
(BSA).

Cada muestra se diluy6 10 veces con H20 destilada. Se realizaron dos diluciones adicionales de cada
muestra y se llevaron a 200 pl finales con el medio de dilucion (NaOH 0.25 N).

Se prepard una mezcla con los reactivos A (Na2CO3 2% y NaOH 0,1 N), reactivo B (CuSO45 H20 1%)
y reactivo C (Tartrato NaK 2%) (proporcién 100:1:1) y se afiadié 1 ml de esta mezcla a cada tubo con
las muestras. Se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente. Después, se afadieron 100 ul de
reactivo de Folin-Ciocalteur (Folin-C, diluido en H20O destilada en proporcién 1:1) a cada tubo. El

reactivo de Folin-C es de color amarillo, pero cuando reacciona con las proteinas cambia a color azul.

-63 -



Materiales y Métodos

Los tubos se incubaron durante 30 min en la oscuridad, se determind la absorbancia a 680 nm y se

calcularon los mg de proteina total (la cantidad de proteina se expresa en mg/ml) (Lowry y col., 1951).

Especimenes de vejiga humana

Los tejidos de vejiga humana se obtuvieron de 35 DO sin antecedentes de problemas urinarios
(incluyendo a 6 mujeres) y de 20 pacientes a los que se les practico una adenomectomia suprapubica
por hiperplasia benigna de préstata (HBP) después de dar el consentimiento informado. Estos tejidos
provinieron de las mismas instituciones y colaboradores clinicos que los tejidos cavernosos y su
obtencion fue refrendada por los Comités Eticos respectivos. La edad media de los pacientes fue de
55,7+2,4 afos (rango 20-77). Ocho pacientes presentaban hipertension (14,5%) y cuatro pacientes
padecian de diabetes tipo 2 (7,3%). Para evaluar y comparar las respuestas del tejido de la vejiga de
donantes de dérganos (saludables) y de pacientes con HBP, y se evaluaron tejidos de dos subgrupos de
14 pacientes de cada grupo. La edad media del grupo de los donantes de érganos fue de 50,9+4,3
afios (no se incluyeron muestras procedentes de mujeres) y de 68,1+1,2 afios para pacientes con HBP
(p <0.001). Los pacientes con HBP presentaban sintomas urinarios y fueron tratados con antagonistas
de los receptores a1-adrenérgicos (9/14) y/o con inhibidores de 5-alpha-reductasa (7/14) antes de la

cirugia.

Estudios de contractilidad

Las muestras de vejiga humana se limpiaron de grasa y de tejido conectivo y se obtuvieron tiras
teniendo cuidado de no dafar la capa del urotelio. Las tiras de vejiga se sumergieron en las camaras
de 6rganos con 8 ml de KHS, mantenidos a 37 °C y burbujeados con 95% Oz / 5% CO,, a pH 7,4. Los
tejidos se sometieron a una tensién basal o de reposo de 1,5 g durante 90 min y se determiné la
contraccion provocada por 120 mM K* La EET se aplico en las tiras de vejiga a través de dos
electrodos de platino colocados a ambos lados del tejido y conectados a un estimulador eléctrico y a un
amplificador de la corriente (Cibertec, CS-9, Madrid, Espafia). Los parametros de la EET consistieron
en pulsos de 0,5 ms durante 20 s de 0.5-48 Hz con una intensidad de corriente de 75 mA. Se
determinaron las repuestas contractiles tras la aplicacién de la EET en las tiras de vejiga humana. Tras
un periodo de estabilizacién, las muestras se incubaron con el vehiculo o con alguno de los
tratamientos durante 30 min. Tras este periodo de tratamiento se volvieron a evaluar las respuestas
contractiles inducidas por la aplicacion de la EET. Para la evaluacion de las respuestas contractiles en
tejido de vejiga humana inducida por estimulacion colinérgica, las tiras de vejiga humana, se
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expusieron al vehiculo o a alguno de los tratamientos. Después de 30 min, las tiras de vejiga humana

se trataron con carbacol (1 nM a 30 uM) y se determinaron las respuestas contractiles.

Cistometrias

Se emplearon ratas hembras y machos Sprague-Dawley (300-350 g). Se anestesiaron con
uretano (1,2 g/kg; i.p.) y se cateterizé la arteria carétida izquierda para registrar la presion arterial por
medio de un transductor de presion conectado a un sistema de adquisicion de datos MacLab
(ADInstruments,). La frecuencia cardiaca se obtuvo de la sefial de la presién arterial. La vejiga urinaria
se cateterizd con un catéter de polietileno que se introdujo en la luz de la vejiga y se fijo a ella con una
sutura. El catéter se conect6é a un transductor de presion y al sistema de MacLab para registrar la
presion intravesical. El catéter intravesical se conecté a una bomba de infusion (Harvard Apparatus,
Harvard, MA, USA). Tras un periodo de estabilizacion, se infundié de manera continua, en la vejiga,
soluciéon salina (0,9% NaCl; 5 mi/h) durante 20 min. Se determiné la frecuencia de miccion, el volumen
de miccion y la presion intravesical. Tras esta infusion, se administraron intravenosamente los
diferentes farmacos y tras 20 min de tratamiento una nueva infusion de 0,9% NaCl permitié volver a
evaluar los parametros urodindmicos. Para estudios en el modelo de vejiga hiperactiva, se hizo una
infusion control con 0,9% NaCl. Tras un periodo de estabilizacion, se indujo la hiperactividad vesical
por una infusion intravesical de 0,9% NaCl conteniendo 0,3% acido acético (Kakizaki y de Groat, 1996).
Una vez que se confirmd que la vejiga era hiperactiva se administraron intravenosamente los
diferentes farmacos y tras 20 min de tratamiento, la solucion de salino conteniendo 0,3% de &cido
aceético se infundié nuevamente para evaluar los diferentes parametros urodindmicos en las diferentes

condiciones (fig. 20).
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Reactivos y materiales

1,3-dihidro-1-[2-hidroxi-5-(trifluorometil)fenil]-5-(trifluorometil)-2H-benzimidazol-2ona  (NS1619),
8-bromo GMPc, ACh, apamina (APA), carbacol, caribdotoxina (ChTx), estreptozotocina, glibenclamida,
guanetidina, HPBCD, fenilefrina, nitroprusiato sodico (NPS), norepinefrina (arterenol), NC-nitro-L-
arginina (L-NNA), oxibutinina, pinacidil y uretano se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO,
USA).
Atropina sulfato se obtuvo de B. Braun Medical SA (Rubi, Espafia).
2-amino-5-(2-fluorofenil)-4-metil-1H-pirrol-3-carbonitrilo (NS-8) fue proporcionado por Laboratorios Dr.
Esteve (Barcelona, Espafia).
S[(2-clorofenil)  (difenil)metil]-1H-pirazol (TRAM-34) vy (3-oxima-6,7-dicloro-1H-pirrol-3-carbonitrilo
(NS309) fueron proporcionados por GlaxoSmithKline (Stevenage, UK) y los anticuerpos anti-IK, anti-
SK1, anti-SK2 y anti-SK3 fueron proporcionados por el Dr. Mark Chen de GlaxoSmithKline.
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La apamina, iberotoxina (IbTx), tetrodotoxina y el anticuerpo anti-BK se obtuvieron de Alomone Labs

(Jerusalén, Israel).

Sildenafilo se obtuvo de Pfizer (Sandwich, R.U.) y de Nitromed (Bedford, MA, USA) mientras que el
tadalafilo fue suministrado por ICOS Corporation (Seattle, WA, USA).

1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ) se obtuvo de Cayman Chemical Co. (Ann. Arbor,
MI, USA).

En los experimentos in vitro, todos los farmacos se disolvieron en agua desionizada, excepto el
sildenafilo, el tadalafilo, el NS-8, el NS1619 y el NS309, que se disolvieron en dimetil sulféxido (DMSO)
a 10 mM (Malysz y col., 2004; Angulo y col., 2012; Martinez-Salamanca y col., 2014), la concentracion
final de DMSO fue de 0,03% o incluso mas bajo y las sucesivas diluciones fueron en agua desionizada.
Para la administracion intravenosa, el sildenafilo se disolvio en HPBCD al 15% vy, tanto el NS1619
como el NS-8, en etanol al 5% y HPBCD al 15%, la oxibutinina se disolvié en 0,9% NaCl. Todos los

farmacos se disolvieron en un volumen adecuado para su administracion intravenosa in vivo (200-250

pl).

Analisis estadisticos

Todos los datos se expresan como la media + error estandar (EE). Las curvas de relajacion se
expresan como porcentaje de la relajacion maxima (pérdida de tono) inducida por la adicién de 0,1 mM
de papaverina en las camaras al final del experimento. La ECso se define como la concentracion
requerida para obtener el 50% de relajacion méxima mientras que la pD2 se definié como —log M de la
concentracion requerida para obtener el 50% de la relajacion maxima. Se calcularon gréaficamente para
cada curva individual. Las curvas de contraccion se expresan como el porcentaje de la contraccion
causada por 120mM K* (miogénicas) o como el porcentaje de la respuesta maxima a la EET en
condiciones control (neurogénicas). Las curvas completas de concentracion-respuesta o frecuencia-
respuesta se compararon por un analisis de la varianza (ANOVA) de dos factores utilizando el
programa Statview para ordenadores Apple (SAS, Cary, NC). La EFso se define como la frecuencia de
la EET requerida para obtener el 50% de la contraccion méaxima. Se calcularon los ratios EFso de los
tratamientos/EFso de la curva control para comparar los efectos de los tratamientos en las
contracciones neurogénicas de las muestras de vejiga de donantes de érganos y de pacientes con
HBP.Emax €s la respuesta contractil maxima expresada como el porcentaje de la contracciéon causada
por 120 mM K*,
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Un valor de p inferior a 0,05 (p <0,05) se consideré significativo, una p <0,01 se consider6 muy
significativo y un valor de p <0,001 se consider6 extremadamente significativo. Los datos de GMPc se
expresaron pmol de GMPc por mg de proteina del tejido. Para el andlisis estadistico de estos se
emple6 un ANOVA de un factor seguido de un post-test Student-Newman-Keuls (GraphPad Instat, San
Diego, CA). Las respuestas eréctiles se expresaron como el area bajo la curva (AUC) de los
incrementos de la presion intracavernosa (PIC) (Total APIC), tras la estimulacién eléctrica del nervio
cavernoso de la rata, normalizado por los valores de la presion arterial media tomada en el momento de
cada estimulacién. Las curvas completas de frecuencia-respuesta también se compararon mediante un
ANOVA de dos factores. En la condicion de hiperactividad vesical los parametros urodinamicos se
compararon por un ANOVA de un factor seguido de un test Student-Newmann-Keuls. El test de t-

Student se utilizd también en el resto de comparaciones.
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Efectos de la modulacion de los Kc. sobre la relajacion causada
por la inhibicion de la PDE5 en ARPH y en CCH

La activacion de los canales Kc. causa relajacion en ARPHy CCH

La adicion acumulativa de los activadores de los Kca, NS-8 y NS1619 (1 nM a 10 uM), resultd
en una vasodilacion moderada de las arterias de resistencia de pene humano (ARPH) contraidas con
norepinefrina (NE). La capacidad vasodilatadora de los activadores de los Kca se vio reducida cuando
se retird mecanicamente el endotelio en las muestras de ARPH (fig. 21A 'y 21B). En las tiras de CCH
contraidas con fenilefrina (PE) se produjo una relajacién moderada a las concentraciones crecientes de
NS-8 y NS1619 (1 nM a 30 uM; fig.21 C y 21D). Esta relajacion fue similar en magnitud a la observada
en las ARPH.

Arterias de Resistencia de Pene Humano
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Fig. 21. Vasodilatacion de las ARPH contraidas coNE (A y B) y relajacion del CCH
contraido con PE (C y D) por la adicion de los actadores de ks NS-8 (Ay C) y
NS1619 (B y D)Los efectos de la desendotelizacion (-E) sobre lasodilatacion inducida

por NS-8 y NS1619 en las ARPH se muestra en los gées A y B respectivamentel.os
datos se expresan como la media + E.E. del pojeeti¢ala relajacion maxima inducida por
papaverina (0,1 mM) al final del experimento. nigadel nUmero de pacientes de los que se
obtuvieron los tejidos para los experimentos. Tobiss grupos de datos incluyeron dos
pacientes diabéticos. *** indica p <0,001 versustoal por un test ANOVA de dos factores.
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La modulaciéon de los canales Kca influencia la capacidad relajadora de los
inhibidores de la PDE5 en ARPH pero no en CCH

El inhibidor de la PDES, sildenafilo, causo relajacion dependiente de la concentracion de las
ARPH contraidas con NE. Las vasodilataciones inducidas por el sildenafilo fueron inhibidas por el
tratamiento de los segmentos arteriales con el inhibidor de la NOS, NS-nitro-L-arginina (L-NNA; 100
MM) o por el tratamiento con un inhibidor de la guanilato ciclasa soluble, ODQ (20 pM); (fig. 22A) y
también por el bloqueo de los Kca con una combinacion de CTX (100 nM) y APA (100 nM; fig. 22B). Por
el contrario, la activacion de los Kca con NS-8 (10 uM) resulté en una potenciacién de la vasodilatacion
causada por el inhibidor de la PDES (fig. 22C).
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Fig. 22. Efectos de la inhibicién de la NO sintaseon N°-nitro-L-arginina (L-NNA; 100
KUM) o de la guanilato ciclasa soluble (GCs) con ODQO0 puM) (A), el bloqueo de los K,
con CTX (100 nM) y APA (100 nM) (B) y la activaciénde los Kz5con NS-8 (10 uM) (C)

0 NS1619 (10 uM) (D) sobre la relajacion inducida @ el inhibidor de la PDES5,
sildenafilo (1 nM a 100 uM), en las ARPH contraidason NE. Efecto de la activacion de
los Kca con NS-8 (10 uM) sobre la relajacion inducida poel inhibidor de la PDES5,
tadalafilo (1 nM a 100 uM) (E), y sobre el analogestable del GMR., 8-bromo-GMP¢ (8-
Br-GMP ¢; 10 nM a 1 mM) (F) en ARPH contraidas con NE.Los datos se expresan como
la media + E.E. del porcentaje de la relajacion iméxinducida por papaverina (0,1 mM) al
final del experimento. n indica el nUmero de pasrde los que se obtuvieron los tejidos
para los experimentos. Los grupos de datos inamydr (A y E), 2 (B, Cy F) 6 7 (C)
pacientes diabéticos *** indica p <0,001 versustoml, ' p <0,05 versus L-NNA por un test
ANOVA de dos factores.

Del mismo modo, se obtuvo una potenciacion similar de las relajaciones inducidas por el sildenafilo tras
el tratamiento de las ARPH con otro activador de los Kca, NS1619 (10 uM; fig. 22D). Estos efectos no
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estuvieron relacionados con alteraciones en la capacidad contractil de la NE ya que el tratamiento con
NS-8 6 NS1619 no influyé significativamente en la contraccidén inducida por la NE en las ARPH
(11,4+1,7 mN versus 11,8+1,4 mN para el vehiculo y NS-8, respectivamente, n=28; y 15,1£4,5 mN
versus 14+5,2 mN para el vehiculo y NS1619, respectivamente, n=7). Ademas, el efecto potenciador
del NS-8 (10 uM) se mantuvo cuando el inhibidor de la PDE5 utilizado fue el tadalafilo en vez del
sildenafilo (fig. 22E). El analogo estable del GMPc, 8-bromo-GMP¢ (8-Br-GMP¢) también dilaté las

ARPH, y esta respuesta vasodilatadora se potenci6 por el tratamiento con NS-8 (10 pM; fig. 22F).
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Fig. 23. Efectos de la inhibicién de la NOS con$hitro-L-arginina (L-NNA; 100 uM) o

de la guanilato ciclasa soluble (GCs) con ODQ (2(M) sobre la relajacion inducida por
sildenafilo en tiras de CCH (A). Efecto del sildenfdo sobre la acumulacién de GMR y

la influencia de L-NNA (100 uM) y ODQ (20 uM) sobradicho efecto (B). Efecto de ODQ
(20 uM) sobre la relajacion inducida por el 8-BromeGMP¢ (1 nM a 100 pM) en tiras de
CCH contraidas con PE (C). Efecto del bloqueo d@$ Kc; con CTX (100 nM) y APA
(100 nM) sobre las relajaciones inducidas por elldenafilo (1 nM a 10 uM), en tiras de
CCH contraidas con PE (D).Los datos se expresan como la media + E.E. dekptaje de
la relajacion maxima inducida por papaverina (ON)ral final del experimento o como la
media + E.E. de los pmoles de GMPor miligramo de proteina del tejido (B). n indiela
namero de pacientes de los que se obtuvieron jidesepara los experimentos. El grupo de
datos de D incluyod un paciente diabético ** indjga<0,01 versus control, *** indica p
<0,001 versus control por un test ANOVA de doddees. En B, * indica p <0,05 versus
control, T p <0,05 versus sildenafilo por un te®dGQVA de un factor seguido de un test
Student-Newman-Keuls.

El sildenafilo también caus6 una relajacién dependiente de la concentracién en las tiras de CCH
contraidas con PE. Esta relajacidn fue significativamente reducida tanto por la inhibicién de la NO
sintasa por L-NNA (100 pM) como por la inhibicion de la GCs por ODQ (20 uM); (fig. 23A). En
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concordancia con estos resultados, el incremento de los niveles de GMP¢ causado por el sildenafilo (10
MM) en CCH se redujo cuando se trataron las muestras con L-NNA (100 uM) o con ODQ (20 pM) (fig.
23B). Sin embargo, la relajacion al 8-Br-GMPc (1 nM a 100 uM) no se vio afectada por la presencia de
ODQ (20 pM) (fig. 23C). Contrariamente a lo observado en las ARPH, el bloqueo de los Kca con CTX
(100 nM) y APA (100 nM); (fig. 23D) no afecto la relajacién inducida por sildenafilo. Ademas, incluso a
altas concentraciones, de ambos activadores, NS-8 (30 uM) y NS1619 (30 uM), no modificaron dichas
relajaciones en CCH (fig. 24A y 24B). Del mismo modo, el activador NS-8 (30 uM) no potencio el efecto
vasodilatador del anélogo estable del GMPc¢, 8-Br-GMPc, en el CCH (fig. 24C).
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Fig. 24. Efecto del tratamiento con los activadorede los Kco, NS1619 (30 uM) (A) y NS-

8 (30 uM) (B) sobre la relajacion inducida por el igdenafilo (1 nM a 10 uM), en tiras de
CCH contraidas con PE. Efecto del NS-8 (30 uM) sobra relajacion inducida por el 8-
Br-GMP ¢ (1 nM a 300 uM) en las tiras de CCH contraidas coRE. Los datos se expresan
como la media = E.E. del porcentaje de la relajacitaixima inducida por papaverina (0,1
mM) al final del experimento. n indica el nUmero picientes de los que se obtuvieron los
tejidos para los experimentos. Los grupos de dd®wsA y B incluyeron dos pacientes
diabéticos.

Dependencia del endotelio en el efecto inducido por la activacion de los Kca en ARPH

En las ARPH, la eliminacion mecénica del endotelio causé una inhibicion significativa de la
vasodilatacion inducida por el sildenafilo (fig. 25A) pero esto no afecto a la relajacion ejercida por el 8-
Br-GMPc (fig. 25B). El bloqueo de los Kca, con CTX (100 nM) y APA (100 nM), no causo inhibicion de
|la relajacion inducida por el sildenafilo en arterias carentes de endotelio (fig. 25C). El efecto potenciador
del NS-8 desaparecid cuando las arterias estuvieron desprovistas de endotelio funcional, es decir, este
activador de los Kca no modifico significativamente las relajaciones inducidas por el sildenafilo (fig. 25D)
asi como tampoco modificd significativamente las relajaciones inducidas por el 8-Br-GMPc en los
segmentos arteriales desprovistos de endotelio, (fig. 25E).
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Fig. 25 Efecto de la eliminacion del endotelio vascular boe la relajacion inducida por

el sildenafilo (1 nM a 100 uM) (A) y sobre la relacion inducida por el 8-Bromo-GMR:

(10 nM a 1 mM) (B) en las ARPH contraidas con NE. fiécto del bloqueo de los K, con
CTX (100 nM) y APA (100 nM) (C) y la activacién ddos Kc, con NS8 (10 uM) (D) sobre

la relajacion inducida por el sildenafilo asi comdos efectos del NS-8 (10 uM) sobre la
relajacion inducida por el 8-Br-GMPc (E) en las ARPH desendotelizadas (-Ellos datos

se expresan como la media £ E.E. del porcentajéadelajacion maxima inducida por
papaverina (0,1 mM) al final del experimento. nigadel nUmero de pacientes de los que se
obtuvieron los tejidos para los experimentos. Logpgs de datos incluyeron 1 (C), 2 (B 'y E),
3 (D) 6 7 (A) pacientes diabéticos. *** indica 0001 versus ARPH con endotelio (+E).

Andlisis de los subtipos de Kca que estan implicados en el efecto producido por el NS-8

Para confirmar que el efecto potenciador del NS-8 sobre la actividad relajadora del sildenafilo
en las arterias peneanas se debia a su accion sobre los Kca, se trataron las arterias con los
bloqueantes de los Kca, CTX (100 nM) y APA (100 nM). Este bloqueo previno la capacidad potenciadora
del NS-8 sobre la relajacion inducida por el sildenafilo en las ARPH (fig. 26A). A continuacion, se
analizo la participacion especifica de los Kca de gran conductancia (BK), los canales Kca de intermedia
conductancia (IK) y los canales Kca de baja conductancia (SK) en el efecto potenciador del NS-8 en
ARPH. Para ello, se evaluaron los efectos del tratamiento con iberiotoxina (IbTx; 100 nM, bloqueante
especifico de los BK) (fig. 26B), TRAM-34 (1 uM, bloqueante especifico de los IK) (fig. 26C) y APA (100
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nM, bloqueante especifico de los SK) sobre el efecto potenciador del NS-8 (10 uM) sobre las

respuestas a sildenafilo (fig. 26D, respectivamente). El efecto potenciador del NS-8, sobre la relajacion

inducida por el sildenafilo en ARPH, se vio abolido por el tratamiento tanto con IbTx como con TRAM-

34, algo que no ocurrié con APA.
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Fig. 26. Efecto del bloqueo total de los & con caribdotoxina (CTX; 100 nM) y apamina
(APA; 100 nM) (A), del bloqueo especifico de los Bkon iberiotoxina (IbTx; 100 nM)

(B), los canales IK con TRAM-34 (1 uM) (C) y los azales SK con APA (100 nM) (D)
sobre el efecto potenciador del NS-8 (10 puM) en talajacion inducida por el sildenafilo

(1 nM a 100 uM), en las ARPH contraidas con NH.os datos se expresan como la media *
E.E. del porcentaje de la relajacion maxima indagdr papaverina (0,1 mM) al final del
experimento. n indica el nUmero de pacientes deajl@sse obtuvieron los tejidos para los
experimentos. *** indica p <0,001 versus controffyt p <0,001 versus NS-8 por un test
ANOVA de dos factores.
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Expresion y distribucion de los Kca en el endotelio y musculo liso tanto en las
ARPH y en el CCH como en tejido peneano de rata revelado por
inmunohistoquimica

Los estudios inmunohistoquimicos revelaron en las ARPH una expresién intensa de los BK, IK
y SK3. Estos tres tipos de canales estuvieron presentes en musculo liso arterial aunque la presencia de
BK fue mas intensa (fig. 27A, 27B y 27C). Los subtipos SK1y SK2 no se detectaron en las ARPH (fig.
29A y 29B). Se detect6 una intensa expresion del BK en el endotelio de las arterias peneanas de rata
mientras que el IK'y el SK3 se localizaron pero mostraron una expresion mas débil que los BK (fig. 27F,
27Gy 27H).

Fig. 27. Deteccion inmunohistoquimica de los subtipos de d§ en tejidos eréctiles
humanos y de rata. Los BK (A) y los IK (B) se deteéaron en el endotelio (EV) y musculo
liso vascular (MLV) de las ARPH pero la expresion d los IK fue mas intensa en el
endotelio. SK3 (C) se expresa en las ARPH, preferemente en el endotelio. Imagen de
hematoxilina-eosina (HE; x 40) (D) y de tricrémicade Masson (TM; x40) (E) de seccion
de pene de rata. Como en las ARPH, los BK se detaxin en el endotelio y en el misculo
liso de las arterias peneanas de rata (F) mientrague los IK (G) y los SK3 (H) solo se
detectaron en el endotelio de estos vasoksa inmunoreactividad aparece en marrén
(Diaminobencidina, DAB) sefialada con flechas en Idderentes paneles. Las
microfotografias son representativas de al menes pacientes diferentes o animales. El
aumento original es de x200.
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En el CCH, tanto los BK, los IK como el SK3 se expresan en el musculo liso y en el endotelio de los
espacios lacunares. A pesar de su falta de influencia funcional sobre las relajaciones inducidas por el
inhibidor de la PDESY, los BK, IK'y SK3 se expresaron intensamente en el endotelio y en el musculo liso
del CCH (fig. 28A, 28B y 28C). El patron de expresion de los Kcaen el cuerpo cavernoso de rata (CCR)
fue muy diferente. Entre todos los tipos de Kca, sblo los BK se expresan claramente tanto en el

musculo liso como en el endotelio del tejido cavernoso de rata. Sin embargo, no son muy concluyentes

las imagenes obtenidas de los IK'y SK3 ya que no se observa un patron de distribucién claro y conciso
(fig. 28D, 28E y 28F).

Fig. 28 Inmunodeteccion de los subtipos de & en CCH y CCR. Los diferentes I,
estan marcados con sus respectivos anticuerpos taneén el endotelio trabecular (ET)
como en el masculo liso trabecular (MLT). Los canals BK (A), IK (C) y SK3 (C) estan
presentes en las fibras musculares lisas y en eldertelio de los espacios lacunares en el
CCH mientras solo los BK se detectaron en el enddite y en el musculo liso del CCR
(D). Las células positivas estan marcadas en marrén seBalizan con flechas en los
diferentes paneles. Las microfotografias son reptetivas de al menos tres pacientes
diferentes o animales. El aumento original es d#®x2
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Se llevaron también a cabo estudios inmunohistoquimicos en ausencia del anticuerpo primario. Las
microfotografias revelaron la ausencia de inmunoreactividad (control negativo) en estas condiciones
(fig. 29C y 29D).

Fig. 29. Localizacioninmunohistoquimica de los SK1 y SK2 en secciones ARPH. Los
SK1(A) y SK2 (B) no se detectaron en las ARPH. Enpaseles inferiores se muestra el
control negativo (en ausencia de anticuerpo priohadel marcaje de los d§ en endotelio
vascular (EV), muasculo liso vascular (MLV), endaietrabecular (ET) y musculo liso
trabecular (MLT). Panel D aumento (x 400) de laazsefalizada del panel C (x 200).

Efectos de la activacion de los Kcay la inhibicion de la PDE5 sobre las respuestas
eréctiles in vivo

Una vez comprobado que los activadores de los Kca potencian el efecto de la inhibicion de la
PDE5 in vitro, se evalud el efecto in vivo de la administracion intravenosa de los activadores de los
Kca sobre las respuestas eréctiles producidas por la estimulacion eléctrica del nervio cavernoso en rata

y su interaccion con los efectos de la inhibicion de la PDE5 en este modelo.
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Efecto del sildenafilo y los activadores de los Kc. sobre la presién arterial
sistémica en ratas

La administracion intravenosa del activador de los Kca, NS1619 a 5 mg/kg, no alterd
significativamente la presion arterial (PA) sistémica en ratas no diabéticas (fig. 30A). La administracion
de NS-8 a 5 mg/kg causd un moderado (< 10%) y transitorio (se restablecié en menos de un minuto)
descenso de la PA (fig. 30B). EI moderado efecto de los activadores de los Kca sobre la PA es
totalmente distinto al causado por la activacion de los Karp. Asi, la administracion intravenosa de
pinacidil (0,1 mg/kg) en estos animales causo un efecto hipotensor notable y mantenido (-27,03+2,89
% de cambio en la presion arterial media (PAM), n=6) (fig. 30C). La administracion intravenosa del
sildenafilo caus6 un efecto hipotensor significativo en las ratas no diabéticas (-14,2+2,7 % y -21,1£2,7
% de cambio en la PAM para 0,1 mg/kg y 0,3 mg/kg, respectivamente), pero este efecto hipotensor fue
transitorio ya que la PA alcanzo el valor previo a la administracion del farmaco pasados 15-25 min (fig.
30D). En las ratas diabéticas, el sildenafilo (0,3 mg/kg) causd un efecto sobre la PA similar al
observado en las ratas no diabéticas (-19,0£3,72 % de la PAM). La administracion previa del sildenafilo
no alterd los efectos sobre la PA de los activadores de los Kca, NS1619 0.3 mg/kg y 5 mg/kg y NS-8 0,3
mg/kg y 5 mg/kg, (administrados 30 min después de la administracion del sildenafilo), ni en ratas no

diabéticas ni en ratas diabéticas.
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Fig. 30. Trazados de presion arterial (PA, mmHg) ematas anestesiadas no diabéticas
gue muestran el efecto de los activadores de logd{NS1619 5 mg/kg (A) y NS-8 5 mg/kg
(B), del activador de los kp, pinacidil (0,1 mg/kg) (C) y del sildenafilo (0,3rgy/kg) (D),
sobre la PA sistémica en ratas no diabéticas.
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Efectos del sildenafilo, un activador de los Kca y la combinacion de ambos sobre
las respuestas eréctiles in vivo en ratas

La estimulacion eléctrica del nervio cavernoso en las ratas anestesiadas produjo un incremento
en la presion intracavernosa (PIC) que fue dependiente de la frecuencia. El tratamiento con el vehiculo
(15% HPBCD) no modifico estas respuestas eréctiles en ratas no diabéticas (fig. 31A y 31B). La
cuantificacion de la PIC normalizada por la PAM tras la administracion venosa del vehiculo corrobora la
no modificacion de las respuestas eréctiles tras el tratamiento con el vehiculo, en ratas no diabéticas

anestesiadas (fig. 31C).
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Fig. 31 Trazado de los incrementos de presion intracavernas(PIC, mmHg) inducidas
por la estimulacion eléctrica del nervio cavernosa frecuencias crecientes (1, 3y 10 Hz)
en ratas no diabéticas anestesiadas antes (A) yspgaés (B) de la administracion
intravenosa del vehiculo (15% HPBCD). El panel C muestra la cuantificacion de estos
resultados. Los datos se expresan como la media + E.E. del B la curva (AUC) del
incremento de la PIC normalizado por el valor dBAd para cada estimulacion. n indica el
namero de animales utilizados.

En ratas no diabéticas, la administracion intravenosa de una dosis baja del sildenafilo (0,1 mg/kg), no

modifico significativamente las respuestas eréctiles (fig. 32A). Sin embargo, una dosis mas alta de
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sildenafilo (0.3 mg/Kg) potenci6 significativamente las respuestas eréctiles (fig. 32B). De la misma

manera, la administracién intravenosa del activador de los Kca, NS1619 a la dosis de 0,3 mg/kg, no

modificé significativamente las respuestas eréctiles a la estimulacion eléctrica del nervio cavernoso. Sin

embargo, una dosis mas alta del activador (5 mg/kg) fue capaz de mejorar significativamente las

respuestas eréctiles (fig. 32C). Otro activador de los Kca, NS-8, tampoco modificd significativamente las

respuestas eréctiles a la estimulacién eléctrica del nervio cavernoso en ratas no diabéticas cuando se

administr6 a 0,3 mg/kg pero tras la dosis de 5 mg/kg potencié significativamente dichas respuestas (fig.

32D). No obstante, aunque administrados por separado no mostraron efecto, la combinacion de

sildenafilo 0,1 mg/Kg y NS-8 0,3 mg/Kg causo6 una potenciacion significativa de las respuestas eréctiles

(fig. 32E).
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Fig. 32. Efectos de la administracion intravenosael sildenafilo (0,1 y 0,3 mg/kg) (Ay B,
respectivamente), y los activadores de losd§ NS1619 (0,3 mg/kg y 5 mg/kg) (C) y NS-8
(0.3 mg/kg y 5 mg/kg) (D) y la combinacion de sild@filo 0,1 mg/kg y NS-8 0,3 mg/kg
sobre las respuestas eréctiles inducidas por la ®stlacién eléctrica del nervio
cavernoso en ratas no diabéticas anestesiadass datos se expresan como la media = E.E.
del &rea bajo la curva (AUC) del incremento derksidn intracavernosa (PIC) normalizado
por el valor de la presion arterial media (PAM)geaada estimulacion. n indica el nimero de
animales utilizados para cada experimento. * ingie®,05 y *** p <0,001 versus respuestas

control por un test ANOVA de dos factores.
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Impacto de la diabetes sobre la via del NO/GMP¢ en el tejido eréctil de pacientes
con DE

Impacto de la diabetes sobre la relajacion endotelial en CCH y ARPH de pacientes con DE

La exposicion a ACh produjo una relajacion dependiente de la concentracion (1 nM a 10
MM) de las ARPH contraidas con NE y del tejido de CCH contraido con PE. Se observd una
reduccion de la relajacion a ACh en el CCH y las ARPH de los pacientes con DE, cuando se
compard con la obtenida en CCH y ARPH procedentes de donantes de drganos (fig. 33A y 33B).
Cuando los tejidos eréctiles de los pacientes con DE se segregaron en funcién de la presencia o
ausencia de diabetes, se observo que si bien las tiras de CCH y las ARPH de los pacientes no
diabéticos exhibian una reducida relajaciéon endotelial, el deterioro de la relajacion endotelial era
significativamente mas acentuado en el CCH y las ARPH de los pacientes diabéticos. Es decir, el
deterioro de la relajacién endotelial observado en el tejido eréctil de los pacientes con DE, se ve
exacerbado con la presencia de diabetes, un efecto evidenciado tanto en el CCH como en las
ARPH (fig. 33C y 33D).
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Puesto que la edad de los DO era significativamente menor que la de los pacientes con DE, se
analiz6 la influencia de este hecho en el deterioro de la relajacion endotelial observado en el tejido
eréctil de los pacientes con DE. Para ello, se dividié el grupo de DO en un subgrupo de donantes
con edad inferior a 50 afios y otro subgrupo de donantes con edad igual o superior a 50 afios. La
media de edad de este Ultimo subgrupo (55+6,3 afios) era comparable a la que presentaban los
pacientes con DE, diabéticos (56+4,4 afios) o no diabéticos (57+7,7 afios). La relajacién maxima a
ACh (10 pM) en el CCH y las ARPH de esta subpoblacion de DO (> 50 afios) fue similar a la
obtenida en tejidos de los DO mas jovenes (< 50 afios) y significativamente mayor que la obtenida
en el CCH y las ARPH de los pacientes no diabéticos con DE que, a su vez, era superior a la de los
pacientes diabéticos con DE (fig. 34 Ay 34 B, respectivamente).

Cuerpo Cavernoso Arterias de Resistencia de
Humano Pene Humano
A
0
-201
[
o
o _ i
.‘E‘ 40 -
= ; *1
l% 601 A T T
33-%- - T o —
DO<50 NoDM DMcon DO>50 DO<50 NoDM DMcon DO>50
(1) conDE DE (26) (30)  conDE DE 8
(38) (44) (38) (32)
Ach 10 pM

Fig. 34. Relajacion dependiente de endotelio indwta por Ach (10 uM) en tiras de
CCH contraidas con PE (1-3 uM) (A) y en ARPH contredas con NE (1-5 uM) (B)
procedentes de DO y de pacientes diabéticos y decpmtes no diabéticos con DE.
Los DO se dividieron en dos grupos segun su edadenores de 50 afios (DO < 50) y
mayores de 50 afios (DO > 50Los datos se expresan como la media + E.E. del
porcentaje de la relajacion maxima inducida porapepgna (0,1 mM) al final del
experimento. EI nimero de pacientes de los québevieron los tejidos aparece entre
paréntesis. * p <0,05 versus DO (ambos subgrupbg), <0,05 versus pacientes no
diabéticos con DE por un test ANOVA de un factajusdo de un test Student —-Newman-
Keuls.
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Impacto de la diabetes sobre la relajacion neurogénica del cuerpo cavernoso
humano y de las arterias de resistencia de pene humano

La aplicacion de la EET en las ARPH contraidas con NE produjo relajaciones dependientes
de la frecuencia que eran sensibles a la inhibicion de la sintesis de NO, con L-NNA (100 pM) (fig. 35).
Estas relajaciones neurogénicas se vieron disminuidas en el CCH y las ARPH procedentes de
pacientes con DE, tanto en los pacientes diabéticos como en los no diabéticos, comparadas con las de
los DO (fig. 36A y 36B). Sin embargo, el CCH y las ARPH de los pacientes diabéticos presentaron unas
relajaciones neurogénicas significativamente reducidas con respecto a los tejidos de pacientes no
diabéticos. Es decir, el deterioro de la relajacién neurogénica observado en el tejido eréctil de los
pacientes con DE, se ve agravado con la presencia de diabetes, un efecto evidenciado tanto en el CCH

como en las ARPH.

Frecuencia (Hz) Frecuencia (Hz)
20 05 l
— 16 NWL e A
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0
control L-NNA 100 pM

Fig. 35 Registro de la EET en ARPH.A) Curva control de estimulacidon/respuesta a las
frecuencias de 0.5, 1, 2, 4, 8 y 16 Hz (75 mA, &$ durante 20 s.). B) Curva de
estimulacion eléctrica en la misma ARPH tras prgiac con L-NNA 100 pM.
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Fig. 36. Relajacion neurogénica nitrérgica a la EET (0,5 a @ Hz) en tiras de CCH
contraidas con PE (1-3 uM) (A) y en ARPH contraidason NE (1-5 uM) (B) procedentes
de DO y de pacientes no diabéticos y diabéticos cDit. Las tiras de tejidos se trataron
con 0.1 uM de atropina y 10 uM de guadetidinaLos datos se expresan como la media +
E.E. del porcentaje de la relajacion maxima indagdr papaverina (0.1 mM) al final del
experimento. n indica el numero de los pacientefoslegiue se obtuvieron los tejidos. * p
<0,05, ** p <0,01. *** p <0,001 versus los DO, 199,05, T p <0,01 versus pacientes no
diabéticos con DE por un test ANOVA de dos factores

Impacto de la diabetes sobre las relajaciones mediadas por un donador de NO en
CCHyen ARPH

La exposicion al donador de NO, nitroprusiato sodico (NPS) indujo una relajacion dependiente
de la concentracién tanto en tiras de CCH (1 nM a 1 yM) como en ARPH (1 nM a 100 pM). No hubo
diferencias significativas en las relajaciones inducidas por el NPS en CCH y ARPH procedentes de DO,
pacientes no diabéticos con DE o pacientes diabéticos con DE (fig. 37A y 37B).
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Fig. 37. Relajaciéon inducida por el donador de NO, nitroprusato sédico (NPS; 1nM a
1uM) en tiras de CCH contraidas con PE (1-3 uM) (Ay en ARPH (NPS; 1nM a 100
uM) contraidas con NE (1-5 uM) (B) procedentes de®@y de pacientes con DE que se
segregan en pacientes diabéticos con DE y no dialeés con DE.n indica el nimero de los
pacientes de los que se obtuvieron los tejidos.

Impacto de la diabetes sobre el contenido de GMP¢ en el CCH

El contenido basal de GMPc en CCH procedente de pacientes con DE fue significativamente
menor que en tejido procedente de DO (fig. 38A). La exposicidn de las tiras de CCH a ACh (10 pM)
incrementd la concentracién de GMPc, tanto en los DO como en los pacientes con DE, pero, tras la
estimulacion con ACh, el CCH de los pacientes con DE mostraba una concentracion reducida de
GMPc con respecto a los DO (fig. 38A). Cuando los tejidos eréctiles de los pacientes con DE se
segregaron en funcién de la presencia o0 ausencia de diabetes, se observd que las muestras de CCH
de los pacientes no diabéticos presentaban una reduccién no significativa en los niveles basales de
GMPc respecto a los DO, pero la reduccion de los niveles fue significativamente mas acusado en
muestras procedentes de pacientes diabéticos (fig. 38B). En comparacién con los DO, el contenido de
GMPc después de la estimulacién con ACh también fue ligeramente inferior en pacientes no diabéticos

pero estaba significativamente reducido en el cuerpo cavernoso de pacientes diabéticos (fig. 38B).
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Fig. 38 Contenido de GMR: en condiciones basales y tras estimulacién coACh (10
KUM) en tiras de CCH procedentes de DO y de paciersd®E (A). Los pacientes con DE se
segregaron en pacientes diabéticos y no diabétic®). El nUmero de pacientes de los que
se obtuvieron los tejidos aparece entre paréntegis<0.05, *** p <0.001 versus DOy t p
<0.05 versus pacientes no diabéticos con DE ptestrPANOVA de dos factores.

Efecto de la diabetes sobre la relajacion inducida por el sildenafilo en CCH y en
las ARPH

Las tiras de CCH contraidas con PE y las ARPH contraidas con NE se expusieron al sildenafilo
(1 nM hasta 1 uM). En el CCH se observo que las relajaciones a sildenafilo se vieron deterioradas en
pacientes diabéticos con DE comparadas con el tejido procedente de los DO, pero no habia diferencias
significativas entre pacientes no diabéticos con DE y pacientes diabéticos con DE. Esta relajacién a
sildenafilo no se vio afectada en los pacientes no diabéticos con DE, ya que no se observaron
diferencias significativas entre los pacientes no diabéticos con DE y los DO (fig. 39A).
En el caso de las ARPH, las relajaciones inducidas por el sildenafilo (1 nM hasta 100 uM) se vieron
deterioradas significativamente en los pacientes no diabéticos con DE comparadas con las relajaciones
en los DO. Sin embargo, la diabetes afecté de una manera mas acusada a la relajacién inducida por el
sildenafilo en los pacientes con DE, ya que en los pacientes diabéticos la relajacién inducida por el
sildenafilo se encuentra méas profundamente deteriorada (fig. 39B). Sin embargo, las relajaciones al 8-
Br-GMPc¢ (10 nM a 1 mM) no se vieron afectadas por la presencia de la diabetes en estos segmentos
arteriales (fig. 39C).
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Fig. 39. Relajacion inducida por el sildenafilo (1M a 1 uM) en tiras de CCH contraidas
con PE (1-3 uM) (A) y en ARPH contraidas con NE (5-uM) (B) procedentes de DO y
de pacientes no diabéticos y diabéticos con DEos datos se expresan como la media *
E.E. del porcentaje de la relajacion maxima indagdr papaverina (0,1 mM) al final del
experimento. n indica el numero de los pacientefoslgiue se obtuvieron los tejidos. * p
<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 vs los DO, tt1 @001 versus pacientes no diabéticos con

DE por un test ANOVA de dos factores.
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La activacion de los canales Kca revierte el deterioro causado por la diabetes
sobre la vasodilatacion de las ARPH inducida por el sildenafilo

Del mismo modo a lo evidenciado en el estudio de caracterizaciéon del impacto de la diabetes
sobre el tejido eréctil humano, en esta serie de experimentos también se observd un deterioro
significativo de la vasodilatacion inducida por sildenafilo en las ARPH obtenidas de pacientes diabéticos
(fig. 40). El tratamiento con el activador de los Kca, NS-8 (10 uM), causé una potenciacion significativa
de la relajacion inducida por sildenafilo de las ARPH de pacientes diabéticos y no diabéticos (fig. 41).
De hecho, después del tratamiento con NS-8, las relajaciones inducidas por el sildenafilo en las ARPH
de pacientes diabéticos no fueron diferentes de aquellas obtenidas en las ARPH de pacientes no
diabéticos (fig. 41).

. s Slldenafilo (log M) o Sildenafilo (log M)
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Fig. 40 Trazados de la respuesta vasodilatadora inducida pcel sildenafilo (1 a 100
p1M), en ARPH contraidas con NE de un paciente no abético (A) y de un paciente
diabético (B). Los paneles C y D muestran los tradas de las relajaciones inducidas por
el sildenafilo después del tratamiento con NS-8 (1AM) en segmentos arteriales en
paralelo de los mismos pacientes que en A y B restigamente.
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Fig. 41. El panel muestra los efectos de la diabsty el tratamiento con el activador de
los Kca, NS-8 (10 uM) sobre la vasodilatacion inducida pasildenafilo en las ARPH. Los
datos se expresan como la media * E.E. del porcejgale la relajacion maxima inducida
por papaverina (0.1 mM) al final del experimento. nindica el nUmero de pacientes de los
gue se obtuvieron los tejidos para los experimentofos pacientes no diabéticos no
presentaron ningun factor de riesgo cardiovas¢ERCV), ocho presentaron un FRCV y seis
tuvieron dos o mas FRCV. Cuatro pacientes diab®tédo presentaron diabetes como Unico
FRCV mientras que tres tuvieron uno o mas FRCViawlid. La edad media fue 57,1 + 3,1
afos y 51,9 + 2,6 afios para pacientes no diabétickabéticos respectivamente (p > 0.25).
= indica p < 0,001 versus No diabetés!p < 0,001 versus Diabetes por un test ANOVA de
dos factores.

La activacion de los Kca aumenta la eficacia de la inhibicion de la PDES en
recuperar la funcion eréctil en ratas diabéticas

Tras 8 semanas de diabetes, la concentracién de glucosa en sangre fue marcadamente
elevada en las ratas diabéticas (30,5 versus 4,6 mM en ratas diabéticas y no diabéticas,
respectivamente, p <0,001). Los incrementos de la PIC causados por la estimulacion eléctrica del
nervio cavernoso se vieron significativamente reducidos en las ratas diabéticas en comparacion con las
ratas no diabéticas (fig. 42A). Al igual que en las ratas no diabéticas, el tratamiento con el vehiculo
(15% HPBCD) no modifico las respuestas eréctiles en las ratas diabéticas (fig. 42B). La administracion
intravenosa de los activadores de los Kca, NS1619 (0,3 mg/kg y 5 mg/kg) 6 NS-8 0,3 mg/kg no modifico
significativamente las respuestas eréctiles en las ratas diabéticas (Fig. 42C y 42D, respectivamente),
sin embargo, el NS-8 5mg/kg ejercid un efecto potenciador significativo de las respuestas eréctiles en
las ratas diabéticas.
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Fig. 42 Efecto de la diabetes sobre las respuestas erédiladucidas por la estimulacion
eléctrica del nervio cavernoso (EET) (A). Efectosalla administracion intravenosa del
vehiculo (15% HFBCD) sobre las respuestas eréctiles en ratas dialwés (B). Efecto de
los activadores de los Ka, NS1619 (0,3 mg/kg y 5 mg/kg) (C) y NS-8 (0,3 mg/ky 5
mg/kg) (D) sobre las respuestas a la EET en ratasatbéticas.Los datos se expresan como
la media + E.E. del area bajo la curva (AUC) noinaalo por el valor de la presion arterial
media para cada estimulacién. n indica el numeroadenales utilizados para cada
experimento. * indica p <0.05 versus respuestag@on

La administracion intravenosa de sildenafilo (0,3 mg/kg) mejoré ligeramente las respuestas eréctiles
pero no fue capaz de revertir completamente la DE en estos animales (fig. 43). Sin embargo, la
administracién conjunta de sildenafilo (0,3 mg/kg) y un activador de los Kca (tanto NS1619 como NS-8,
ambos a 0,3 mg/kg) produjo una potenciacion significativa de las respuestas eréctiles en ratas
diabéticas (fig. 43), y consigui6 revertir completamente la disfuncién eréctil en estas ratas que tras el
tratamiento alcanzaron niveles de respuesta eréctil comparables a los obtenidos en los animales no
diabéticos (fig. 43).
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Fig. 43 Efectos de la administracion intravenosa del sildafilo (0.3 mg/kg)
individualmente o en combinacion con los activadogede los ke, NS1619 (0.3 mg/kg) 0
NS-8 (0.3 mg/kg) sobre las respuestas eréctiles umidas por la EET del nervio
cavernoso en ratas diabéticas anestesiadas. Las pesstas eréctiles de las ratas no
diabéticas (No diabetes) se presentan como referégamclLos datos se expresan como la
media £ E.E. del area bajo la curva (AUC) del inoeato de la PIC (TotaAPIC)
normalizado por el valor de la PAM para cada agtgion. n indica el nimero de animales
utilizados en cada experimento. ** p <0,01, *** 0,801 versus No diabetes, t p <0,05, t1t
p <0,001 versus Diabetes, y 888 p <0,001 versaersiffilo por un test ANOVA de dos
factores.

Efectos de la modulacion de los Kca sobre la contraccion
neurogénica de la vejiga humana y de rata

La aplicacion de EET causé contracciones neurogénicas dependientes de la frecuencia en tiras
de vejiga humana. Dichas respuestas no se modificaron significativamente después del tratamiento con

el vehiculo (fig. 44A), pero fueron practicamente abolidas por el bloqueo de la neurotransmisién, con
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tetrodotoxina (1 uM) (fig. 44B), y por un antagonista del receptor muscarinico, atropina (1 uM) (fig.
44C).

vehiculo
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Fig. 44 Trazados representativos de contracciones de tirate vejiga humana inducidas
por estimulacién eléctrica (EFT: 0.5-48 Hz) y losfectos sobre estas contracciones del
vehiculo (0.03% dimetilsulféxido) (A), la neurotoxna, tetrodotoxina (TTx; 1 uM) (B), y
el antagonista del receptor muscarinico, atropinal( uM) (C). La aplicacién de EFT esta
indicada por flechas.

Las contracciones neurogénicas de la vejiga humana no se alteraron significativamente por el bloqueo
de los Karp con glibenclamida (1 uM) (fig. 45A) o por la inhibicion de los IK con TRAM-34 (10 pM) (fig.
45B) pero fueron significativamente potenciadas por el bloqueo de los BK con iberiotoxina (IbTx; 100
nM) (fig. 45C) o los SK con apamina (APA; 100 nM) (fig. 45D).
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Fig. 45. Efectos del bloqueo de losAp, glibenclamida (GLIB, 1 uM) (A), el bloqueo de
los BK, iberiotoxina (IbTx, 100 nM) (B), el bloqueode los IK, TRAM-34 (10 uM) (C), y

el bloqueo de los SK, apamina (APA, 100 nM) (D) sablas contracciones inducidas por
EET en tiras de vejiga humanalos datos se expresan como la media + E.E. dekptaje
de maxima contraccién inducida por EET en condisonontrol. n indica el nUmero de
pacientes del que provienen los tejidos empleaddeseexperimentos. *** indica p < 0,001
versus el control por un test ANOVA de dos factores

Consecuentemente, con el predominio colinérgico en estas respuestas, las contracciones de la vejiga
humana inducidas por estimulacion eléctrica fueron inhibidas por un agente anticolinérgico, la
oxibutinina (0,3 pM) (fig. 46A). Por otro lado, la estimulacion de los canales Kare con pinacidil (1 'y 10
MM) resultd en una inhibicion significativa de las contracciones neurogénicas de la vejiga humana (fig.
46B y 46C). El activador de los IK/SK, NS309, también ocasion6 inhibicion de las contracciones

neurogénicas siendo esta inhibicion significativa a 3 y 10 uM (fig. 46D- 46F).
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Fig. 46. Efecto de antagonistas de receptores muscarinicasibutinina (OXIB, 0.3 uM)

(A), el activador de los Kurp, pinacidil (PIN), a 1 pM (B) y 10 uM (C), y el advador de

los IK/SK, NS309, a1 uM (D), 3 uM (E), y 10 uM (F¥obre contracciones inducidas por

la EET (0.5-48 Hz) en tiras de vejiga humanal.os datos se expresan como la media + E.E.
del porcentaje de la maxima contraccion inducidagieT en condiciones control. n indica el
namero de pacientes del que provienen los tejidgdeados en los experimentos. ** indica p
< 0,01, *** p < 0,001 versus el control por un t&NOVA de dos factores.

Estas respuestas también fueron inhibidas por la activaciéon de los BK con NS1619 y NS-8. La
inhibicion con NS1619 fue significativa a 3 y 10 uM pero no a una concentracion de 1 uM (fig. 47A-
47C). NS-8 produjo una inhibicién significativa de las contracciones neurogénicas de vejiga humana a

1,3y 10 uM (fig. 48B-48D) pero no a una concentracion mas baja, 0,3 uM (fig. 48A).
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Fig. 47. Efectos del activador de los BK, NS1619,lapM (A), 3 uM (B), y 10 uM (C)
sobre las contracciones inducidas por la EET (0.584Hz) en tiras de vejiga humanalos
datos se expresan como la media + E.E. del pojeaidéda maxima contraccion inducida por
EET en condiciones control. n indica el nimero deigntes del que provienen los tejidos
empleados en los experimentos. *** p < 0,001 verusontrol por un test ANOVA de dos
factores.
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Fig. 48. Efectos del activador de los BK, NS-8, alduM (A), 1 uM (B), 3 uM (C), y 10
UM (D) sobre las contracciones inducidas por la EETO0.5-48 Hz) en tiras de vejiga
humana. Los datos se expresan como la media + E.E. deteptaje de la maxima
contraccién inducida por EET en condiciones contréhdica el nimero de pacientes del que
provienen los tejidos empleados en los experimefitasdica p < 0,01, *** p < 0,001 versus
el control por un test ANOVA de dos factores.

Influencia de la presencia de sintomas urinarios sobre los efectos de la
modulacion de los BK sobre las contracciones neurogénicas de la vejiga humana.

Para evaluar los efectos de la modulacion de los BK en situaciones patologicas asociadas a
sintomas urinarios, se utilizaron especimenes de vejiga procedentes de DO y de pacientes con HBP, y
se analizaron separadamente las respuestas en tejidos procedentes de ambas poblaciones de sujetos.
La IbTx (100 nM) potencié las contracciones neurogénicas en tejidos procedentes tanto de DO como
de pacientes con HBP, aunque la potenciacion en vejiga saludable es significativamente mayor, como
indica el hecho de que la reduccion de la frecuencia requerida para obtener el 50% de contraccion
(EFs0) causada por IbTx es significativamente mas marcada en vejigas de DO (Los ratios de EFsp
fueron 0,49 + 0,06 versus 0.78 + 0.10 en DO y HBP, respectivamente, p < 0,05) (fig. 49A y 49B). De

una manera similar, la activacién de los BK con NS-8 (3 uM) o con NS1619 (3 puM) resulté en una
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inhibicion de la contraccion neurogénica en vejiga de DO y de pacientes con HBP, pero, en este caso,
la estimulacién de los BK produjo una inhibicién mas notable en los tejidos procedentes de pacientes
con HBP (fig. 49 C-49F). Asi, los incrementos en las EFso causados por el NS-8 y el NS1619 fueron
significativamente mayores en especimenes de vejiga procedente de pacientes con HBP (Los ratios de
EFso fueron de 1,32+0,05 versus 2,86+0,61 para NS-8 en DO y HBP, respectivamente, p < 0,05; y
1,34£0,13 versus 2,38+0,47 para NS1619 en DO y HBP, respectivamente, p < 0,05).
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Fig. 49. Efectos del bloqueante de los BK, iberiotoxina (IbTx, 100 nM) (A, B) y los activadores de
los BK, NS-8 (3 pM) (C, D), y NS1619 (3 uM) (E,F), sobre las contracciones inducidas por la EET,
(0.5-48 Hz) en tiras de vejiga humana de DO sin signos uroldgicos (A, C, E) y de pacientes con
hiperplasia benigna de préstata (HBP) (B, D, F). Los datos se expresan como la media + E.E. del
porcentaje de la méxima contraccion inducida por EET en condiciones control. n indica el niumero de
pacientes del que provienen los tejidos empleados en los experimentos. * indica p < 0,05, ** indica p <
0,01, ***p < 0,001 versus el control por un test ANOVA de dos factores.
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Efectos de la modulacién de los Kca sobre la contraccion miogénica de la vejiga
humana

La modulacion de los canales Kca especificamente regula las respuestas contractiles
neurogénicas en vejiga humana ya que las contracciones inducidas por el anélogo estable de la
acetilcolina , carbacol (CCh; 1 nM a 30 uM) no fueron significativamente modificadas por GLIB (1 uM)
(fig. 50A), IbTx (100 nM) (fig. 50B), TRAM-34 (10 uM) (fig. 50C) 6 APA (100 nM) (fig. 50D) (pD2/Emax
para CCh fue de 6,50+0,05/127,846,0%, 6,64+0,06/114,6+1,2%, 6,52+ 0,04/122,1+158% vy
6,54+0,17/109,3£20,4% para el vehiculo, IbTx, TRAM-34 y APA, respectivamente).
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Fig. 50.Efectos del bloqueante de los kp, glibenclamida (GLIB, 1 uM) (A), de los BK,
iberiotoxina (IbTx, 100 nM) (B), de los IK, TRAM-34 (10 uM) y de los SK, apamina
(APA, 100 nM) sobre las contracciones inducidas poel analogo estable de la ACh,
carbacol (CCh) (1 nM a 30 pM).Los datos se expresan como la media = E.E. dekptaje

de la contraccion méaxima inducida por 120 mM K indica el nimero de pacientes de los
gue provienen los tejidos empleados en los expetwse

Aunque el bloqueo de los Karp con glibenclamida (1 pM) no modifico significativamente las
contracciones colinérgicas (6,56+0,08/115,1£19,6%), la activacion de los canales Karp con pinacidil (1
MM) causd una inhibicion significativa de Emax (6,48+0,07/93,8+2%, p < 0,001 para Emax (fig. 51A). En
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este sentido, la activacién de los BK con NS-8 (3 uM) no alteré significativamente las contracciones
inducidas por el CCh en vejiga humana (6,31+0,11/124,8+ 17,2%) (fig. 51C). Fue necesaria una
concentracion de NS-8 diez veces mayor (30 uM) para observar la inhibicion de estas respuestas (6.09
+0,14/99,6 £ 7,6% p <0,05 para Emax) (Figura 8 D). Como era de esperar, las contracciones inducidas
por CCh fueron antagonizadas por oxibutinina (0.3 uM) (5,49+0,28/129,5+22,5, p < 0,01 para pDy) (fig.
51B).
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Fig. 51. Efectos del activador de los Krp, pinacidil (PIN, 1 pM) (A), del antagonista de
receptores muscarinicos, oxibutinina (OXIB, 0.3 uM)B) y del activador de los BK, NS-
8, 3 uM (C) y 30 uM (D) sobre las contracciones indtidas por el analogo estable de la
ACh, carbacol (CCh) (1 nM a 30 uM) en tiras de vega humana.Los datos se expresan
como la media + E.E. del porcentaje de la contéecanaxima inducida por 120 mM*Kn
indica el namero de pacientes de los que provielmsn tejidos empleados en los
experimentos. ** indica p < 0,01, *** p < 0,001 weis control por un test ANOVA de dos
factores.

- 101 -



Resultados

Efectos de la activacion de los BK sobre los parametros cardiovasculares y la
funcién urodinamica en ratas

La administracién intravenosa del antagonista de receptores muscarinicos, oxibutinina (1
mg/kg) produjo un efecto hipotensor significativo (-13,0+1,7%; p < 0,01) e incrementd
significativamente la frecuencia cardiaca (17,7+4,5%; p < 0,05) en ratas. En condiciones basales, la
oxibutinina (n=4) no afecto significativamente a la frecuencia de miccion (116,5+15,3% del control) ni al
volumen de miccion (86,8+12,8% del control), pero disminuy6 significativamente el incremento de la
presion intravesical observado durante el reflejo de la miccién (75,14£6,3% del control, p < 0,05). De
acuerdo con lo previamente descrito en el apartado de la evaluacion de las respuestas eréctiles, la
administracion intravenosa de NS-8 (5 mg//kg) causo una disminucion transitoria, no significativa, de la
presion arterial media (-4,6+2,3%; n.s.). Los valores basales de presion arterial se recuperaron en
menos de un minuto. La frecuencia cardiaca no se modifico significativamente por la administracion de
NS-8 (-2,1£1,2%; n.s.). En condiciones basales, la administracion de NS-8 (n=4) redujo
significativamente la frecuencia de miccion (67,6+12,3% del control, p < 0,05) y aumenté el volumen de
miccion (148,9£20,9%) del control, p < 0,05). La capacidad contractil maxima de la vejiga no se

modificé tras la administracion de NS-8 (95,0£2,5% del control; n.s.).

Efectos de la activacion de los BK sobre los parametros urodinamicos en un
modelo de vejiga hiperactiva en ratas

La infusion intravesical de acido acético al 0,3% produjo una hiperactivacion de la vejiga en
rata, como indicé el incremento de la frecuencia de miccion y la reduccion del volumen de miccion. La
capacidad contractil de la vejiga no se incremento significativamente en este modelo (fig. 52). En estas
condiciones de hiperactividad de la vejiga, en presencia de una infusion intravesical de &cido acético al
0,3%, la administracion intravenosa de oxibutinina (1 mg/kg) sélo redujo la frecuencia de miccion
ligeramente (fig. 53A), no influencié significativamente el volumen de miccion (fig. 53B) y causé una
reduccion significativa de la contractilidad de la vejiga (fig. 53C). Por el contrario, la administracion
intravenosa de NS-8 (5 mg/kg) mejord notablemente la funcion urodindmica en ratas con hiperactividad
de la vejiga inducida quimicamente. Asi, NS-8 disminuy6 significativamente la frecuencia de miccion
(fig. 53D) e increment6 el volumen de miccién (fig. 53E) hasta valores no significativamente diferentes
de los obtenidos en condiciones control, antes de infundir el &cido acético. Sin embargo, no afect6 a la

capacidad contractil de la vejiga (fig. 53F).
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Fig. 53. Los paneles muestran la cuantificacion dis efectos de la administracion
intravenosa de oxibutinina (1 mg/Kg; A-C) y NS-8% mg/Kg; D-F) sobre la alteracion

de los parametros urodinamicos causados por la inion intravesical de 0,3% CH-
COOH en ratas anestesiadad.a frecuencia de micciéon (A, D) se muestra comaienero

de micciones determinadas durante los 20 min desiiri, el volumen de miccion (B, E)
como el volumen medio en pl obtenido en cada nicgiéa presion de la vejiga durante las
micciones (C, F) como la media del incremento derésion intravesical (PI1V) determinada
para cada miccion. Los datos se obtuvieron derfaas para cada grupo y se expresan como
la media = E.E. * p < 0,05 ** p < 0,01, ** p < @A versus el control y T p < 0,05 versus
0,3% CH3-COOH por un test ANOVA de un factor seguil@ un test de Student-Newmann-

Keuls.
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Expresion y distribucién de los Kcaen la vejiga humana y la vejiga de rata

Los estudios inmunohistoquimicos revelaron en las secciones de vejiga humana, éstas también
tefiidas con tricromico de Masson, (fig. 54), una expresion intensa de los BK e IK (fig. 55A y 55B),
especialmente en el urotelio.

Los SK estuvieron presentes en el urotelio aunque la expresion de los subtipos SK1 'y SK2 fue mas
intensa (fig. 55C y 55D) que la expresidn del subtipo SK3 (fig. 55E).

Urotelio

Haces musculares Pliegue de la mucosa

Fig. 54. Corte histolégico de una porcion de paredle vejiga humana.Imagen de
tricromico de Massode un corte longitudinal de la pared de la vejija Panel B aumento
(x 400) de la zona sefnalizada del panel A (x 40).

Figura 55. Deteccion inmunohistoquimica de los subtipos de d§ en vejiga urinaria
humana. La inmunoreactividad aparece en marron. El aumenginal es de x200.
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Fig. 56. Cortes histolégicos, de hematoxilina-eosi(HE), de vejiga de ratalmagen de un
corte transversal de vejiga (X40) (A) y detallesdderentes pliegues de la mucosa X100 (B),
X200 (C) y X400 (D).

El patron de expresién de los BK e IK fue igual en la vejiga de rata macho y rata hembra (fig. 57A 'y
57B), a las cuales observamos sus caracteristicas morfologicas (fig.56), Entre todos los subtipos de
SK, sélo los canales SK1y SK3 se expresan claramente en el epitelio de vejiga de rata macho (fig. 57C
y 57E), mientras SK2 se detecta de una manera mas tenue (fig. 57D). El patrén de expresion de los SK
en el tejido urinario de rata hembra fue diferente al de la rata macho. Entre todos los tipos de SK, solo
los SK3 se expresan claramente en el urotelio, mientras que los subtipos SK1 y SK2 muestran una
débil expresion (fig. 57F y 57G).
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Fig. 57. Detecciéon inmunohistoquimica de los subtis de K-, en vejiga urinaria de rata.
Como en la vejiga urinaria humarse detectd una intensa expresion de los canalg®BK

los IK (B), especialmente en el urotelio. Panele®§ E corresponden a secciones de vejiga
de rata macho y los paneles F, G y H corresponaent@s de vejiga urinaria de rata hembra.
La inmunoreactividad aparece en marron. El aumernginal es de x200.

macho

hembra
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Papel de la activacion de los Kca en la recuperacion de la
capacidad relajadora de los inhibidores de la PDES en la
disfuncion eréctil diabética

Existen evidencias de las propiedades relajadoras de los activadores de los Kca en el tejido
eréctil humano (Sepktor y col., 2002). Se ha propuesto la activacion de los Kca a través de la via del
NO/GMPc en tejido cavernoso humano (Lee y col., 2001) y de la participacion de estos canales en las
relajaciones mediadas por el NO en cuerpo cavernoso de conejo (Seftel y col., 1996) y en las arterias
de pene de caballo (Simonsen y col., 1995). La capacidad de relajar el CCH ha sido demostrada tanto
para activadores clasicos de los Kca como el NS1619 (Spektor y col., 2002) como para activadores de
los Kca desarrollados con posterioridad, como el NS11021 (Kun y col., 2009). En concordancia con
estos hallazgos, en el presente estudio también se observa que los activadores de los Kca, NS-8 y
NS1619, producen la relajacion del CCH. Ademas, se observa que la exposicidn a los activadores de
los Kca, NS-8 y NS1619, también produce la vasodilatacion de las ARPH, un efecto mediado en gran
parte por el endotelio. Sin embargo, la magnitud de las relajaciones producidas por NS-8 y NS1619 es
moderada, tanto en las ARPH como en el CCH, lo que no apuntaria a un gran potencial terapéutico de
estos compuestos para tratar por si solos la disfuncion eréctil.

La PDES5 constituye la mayor actividad hidrolitica del GMPc en las células musculares lisas del tejido
eréctil humano. Aunque el mecanismo de accidn terapéutico del sildenafilo y los otros inhibidores de la
PDE5 requiere la liberacion de NO neuronal y endotelial, y la activacion de la via NO/GMP¢ en el
musculo liso durante un estimulo sexual, los presentes resultados sugieren que una produccién basal
de GMPc en el tejido peneano humano es suficiente para causar relajacion del masculo liso cuando se
acumula por la accion del inhibidor de la PDES. Coincidentes con las presentes observaciones, trabajos
previos han mostrado la capacidad de los inhibidores de la PDES para relajar las arterias peneanas de
caballo y humanas (Ruiz-Rubio y col., 2004; Angulo y col., 2010a; Martinez-Salamanca y col., 2014) y
el CC de conejo y humano (Taher y col., 1997; Kalsi y col., 2004; Martinez-Salamanca y col., 2015).
Como era previsible, la respuesta vasodilatadora inducida por el sildenafilo en las ARPH fue
parcialmente bloqueada por la inhibicion de la sintesis de NO o por la inhibicidn de la guanilato ciclasa
soluble, confirmando la implicacién de una produccion basal de NO/GMP¢ en la relajacion producida
por el sildenafilo. Sin embargo, el bloqueo de los Kca también causé una inhibicidn significativa de las
relajaciones inducidas por el sildenafilo, sugiriendo que estos canales contribuyen a la actividad
relajadora de la inhibicién de la PDE5 en estas arterias. La relajaciéon causada por la inhibicion de la
PDES5 en el CCH también implica un incremento de los niveles de GMP¢c mediado por el NO, pero esta

estructura peneana difiere de las ARPH con respecto a la contribuciéon de los Kca a la relajacion
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inducida por la inhibicién de la PDE5. La inhibicidn de las relajaciones al sildenafilo tras el bloqueo de
los Kcano se observa en el CCH, lo que sugiere la contribucién de los Kca a la actividad relajadora de la
inhibicién de la PDE5 en las ARPH pero no en el CCH. Esta divergencia entre las ARPH y el CCH
también se ha observado con respecto a la regulacion del tono contractil. Se han descrito diferencias
sustanciales entre las ARPH y el CCH en respuesta a farmacos vasoactivos (Hedlund ,1985; Angulo y
col., 2002). Ademas, la relajacion dependiente de endotelio atribuida al factor hiperpolarizante del
endotelio (EDHF) juega un papel significativo en las arterias peneanas humanas pero no en el cuerpo
cavernoso (Angulo y col., 2003a). Este proceso endotelial que implica a los Kca, y es funcional en las
arterias peneanas pero no en el tejido trabecular, es una divergencia funcional que podria estar
relacionado con los resultados aqui presentados. La falta de influencia del bloqueo de los Kca sobre las
relajaciones inducidas por la inhibicion de la PDE5 en el CCH es, sin embargo, contradictoria con la
descrita sensibilidad de la relajacion inducida por sildenafilo a IbTx en el CCH (Kun y col., 2009).

La presente confirmacion de la contribucion de los Kca en la relajacion inducida por el inhibidor de la
PDES5 en las ARPH, junto con el hecho de que se ha sugerido la implicacion de los Kca en las
relajaciones inducidas por la inhibicién de la PDES en ductus arteriosus de conejo (Thebaud y col.,
2002), en el clitoris de conejo (Gragasin y col., 2004) y en arterias de pene de caballo y de rata (Prieto
y col., 2006; Sanchez y col., 2008), nos condujo a evaluar en tejido de pene humano el efecto de la
activacion de los Kca sobre los efectos de los inhibidores de la PDES. Los resultados muestran que el
tratamiento de las arterias peneanas con dos conocidos activadores de los Kca, NS-8 y NS1619 (Malysz
y col., 2004) potencian las respuestas vasodilatadoras de la inhibicién de la PDE5 en las ARPH. Este
efecto potenciador no se produce por la interaccion farmacologica de dos moléculas especificas ya que
ambos activadores producen efectos similares mientras que el NS-8 potencia igualmente las
relajaciones inducidas por dos inhibidores distintos de la PDES5, el sildenafilo y el tadalafilo. La
activacion de los Kca por el NS-8 potencid las relajaciones a un analogo estable del GMPc, el 8-Br-
GMPc, demostrando que la apertura de estos canales modula las respuestas mediadas por el GMP¢ en
las arterias de pene humano. La idea de una especificidad de las ARPH en la interaccion entre la via
NO/GMPc y los Kca, se ve apoyada por la ausencia de efectos significativos del NS-8 y NS-1619 sobre
la relajacion inducida por el sildenafilo en el CCH, incluso a una concentracion mas alta que en las
arterias.

Estudios previos que se han llevado a cabo en diferentes tejidos, incluyendo tejido eréctil, han descrito
la activacién intracelular de los Kca por el GMPc generado en el musculo liso, contribuyendo a la
relajacion mediada por el NO/GMPc (Sausbier y col., 2000; Lee y col., 2001; Gragasin y col., 2004;
Tanaka y col., 2004). El mecanismo molecular de esta interaccion para la activacion de los Kca de gran

conductancia (BK o maxi K) podria estar mediado por la proteina kinasa dependiente de GMP¢ (PKG)
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(Schubert y col., 2001; Zhou y col., 2001). La existencia de un mecanismo por el que el GMP¢ activa a
los Kca no implica que la apertura farmacoldgica de estos canales potencie necesariamente las
respuestas mediadas por el GMPc. La interaccion entre la via del NO/GMPc y los Kca que se describe
en el presente estudio puede implicar un proceso independiente de la activacion de los Kca por GMPc o
la PKG. Esta hipotesis esta basada, principalmente, en el hecho de que la funcidén endotelial de las
arterias peneanas es requerida para observar la potenciacion por el NS-8 de la relajacion inducida por
el sildenafilo asi como la inhibicion de estas respuestas por el bloqueo de los Kca con CTX y APA,
confirmando que este efecto, en las arterias de pene, estd mediado por la activacion de los Kca a nivel
endotelial.

La falta de efecto del NS-8 sobre la respuesta inducida por el 8-Br-GMPc en los segmentos arteriales
desprovistos de endotelio hace dificil considerar que la desaparicion del efecto del NS-8 sobre las
respuestas inducidas por el sildenafilo en las preparaciones arteriales sin endotelio se debe
simplemente a la no participacion de la via del NO/GMPc en las relajaciones inducidas por el sildenafilo
bajo estas condiciones. Por lo tanto, una accion directa de los activadores de los Kca sobre los canales
del musculo liso no parece ser responsable de sus efectos potenciadores sobre la relajacién a un
inhibidor de la PDES5 en las arterias de pene humano. La posible participacion de los Kca endoteliales
en este fendbmeno estaria en concordancia con un estudio que describe la modulacion de las
respuestas mediadas por el NO y las contracciones neurogénicas por los Kca endoteliales en arterias
de pene de rata (Kun y col., 2003).

Con respecto a los subtipos especificos de los Kca responsables de mediar la potenciacion inducida por
el NS-8 sobre las relajaciones producidas por la inhibicién de la PDE5 en ARPH, los BK e IK parecen
estar implicados. Esto se infiere del hecho de que el tratamiento individual con IbTx, un bloqueador
especifico de los BK, asi como el TRAM-34, un bloqueador especifico de los IK (Wulff y col., 2000),
resulta en el bloqueo de los efectos inducidos por el NS-8. Por el contrario, las respuestas relajadoras a
sildenafilo en las ARPH se potencian a pesar de la presencia del bloqueador de los SK, apamina. El
NS-8 y el NS1619 son moléculas descritas como activadores de los BK (Malysz y col., 2004). En
ensayos in vitro, se ha visto que la ECso para la activacion de la salida de iones K* esta entre 1y 4 uM
para NS1619 y NS-8 (Parihar y col., 2003b). La mayoria de los datos que informan sobre la
especificidad de estas moléculas han sido generados en estudios funcionales donde una dependencia
de la activacion de los BK en los efectos inducidos por el NS-8 6 NS1619 es abolido por las toxinas
selectivas de los BK (Holland y col., 1996; Malysz y col., 2004; Soder y col., 2001). Aunque el NS-8 es
un activador conocido de los BK (Parihar y col., 2003b; Malysz y col., 2004), NS1619 es considerado
por algunos autores como el Unico activador selectivo de los BK (Ghatta y col., 2006) sin ningun efecto

sobre los Katp, Ky, canales Na* o Ca?* (Olensen y col., 1994).De acuerdo con resultados previamente
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publicados (Parihar y col., 2003b; Malysz y col., 2004), no hay diferencias cualitativas entre los efectos
inducidos por NS1619 y NS-8 en nuestros pardmetros experimentales, sugiriendo que las diferencias
en selectividad entre estas moléculas no existe 0 no son relevantes para los presentes hallazgos. Por
otro lado, algunos autores sugieren que existe la posibilidad de la activacién simultanea de los IK (Shie
y col., 2000; Nardi y col., 2008). Sin embargo, en ensayos funcionales in vitro, la ausencia de efecto del
NS-8 sobre la actividad de los IK se ha demostrado (Parihar y col., 2003a). De la misma manera, se ha
demostrado que el NS1619 no activa los IK en las células endoteliales de la aorta de bovino, incluso
inhibié a este canal a altas concentraciones en experimentos electrofisiolégicos (Cai y col., 1998).
Aunque la activacion de los IK por el NS-8 debido a la falta de especificidad de este activador no puede
ser completamente descartada, una posible explicacion para este mecanismo complejo podria
depender de una activacion secuencial de IK después de la activacion de BK por NS-8 en el mismo o
en diferente tipo celular, eso seria consistente con el hecho de que el bloqueo individual de BK 6 IK
resulta en una pérdida completa del efecto inducido por NS-8. Los resultados obtenidos en
preparaciones vasculares (Climent y col., 2012) apuntarian a la participacion de los BK del musculo liso
y los IK de las células endoteliales en los efectos inducidos por la activacién de los Kca.

La contribucién requerida del endotelio en los efectos causados por el NS-8 sugiere que al menos uno
de estos canales debe expresarse en el endotelio de las ARPH. El presente trabajo aporta la evidencia
de que estos dos canales se expresan en las células endoteliales de las ARPH, como demuestra la
inmunodeteccion de los BK e IK en las arterias de los especimenes de cuerpo cavernoso humano.
Utilizando el mismo anticuerpo para la deteccion del IK, el Dr. Chen y sus colaboradores (Chen y col.,
2004) no detectaron la expresion del IK en el CCH, pero no aportaron informacion sobre la expresion
de los IK en las ARPH de sus especimenes. De hecho, la expresion de los IK se ha detectado en las
células endoteliales de diferentes lechos vasculares humanos (Kholer y col., 2000; Brakemeier y col.,
2003; Grgic y col., 2005). Los datos relativos a la presencia de los BK en el endotelio vascular son
controvertidos. Se ha publicado que no se expresan en las células endoteliales coronarias bovinas
(Gauthier y col., 2002) y sélo se expresan en el endotelio de las arterias mesentéricas humanas en
condiciones patoldgicas (Kholer y col., 2000). Por otro lado, la expresion de los BK se ha observado en
las células endoteliales de aorta bovina (Wang y col., 2005) y en las células endoteliales de microvasos
de la dermis (Grgic y col., 2005). Nuestros resultados confirman los estudios donde se encuentra la
expresion de los BK en el endotelio vascular. Curiosamente, el endotelio de los espacios lacunares y el
musculo liso circundante del tejido trabecular también expresa los BK, IK y SK. De hecho, se observa
una intensa expresion de los IK en las muestras de CCH estudiadas a pesar de utilizar el anticuerpo
que nos proporciond el Dr. Chen y colaboradores, quienes no encontraron la expresion de los IK en

CCH (Chen y col., 2004). Asi, parece que la ausencia de los efectos de los activadores sobre la via del
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NO/GMP¢ en el CCH se debe a una diferencia funcional mas que a la ausencia de algunos de los
canales implicados.

Como demuestran los estudios inmunohistoquimicos, al igual que en las ARPH, los Kca también se
expresan en el endotelio de las arterias peneanas de rata, proporcionando la base estructural para
considerar la rata un modelo aceptable para la evaluacion de las posibles acciones de los activadores
de los Kca en las respuestas eréctiles. Por otro lado, la expresion de los Kca en el cuerpo cavernoso de
la rata es muy diferente de la del CCH, ya que s6lo los BK se detectan en este tejido con claridad.

Para averiguar si el incremento de la capacidad relajadora de los inhibidores de la PDES por la
activacion de los Kca en las arterias peneanas se correspondia con un impacto sobre la funcién eréctil,
llevamos a cabo la evaluacion de la combinacion de la inhibicion de la PDES y la activacion de los Kca
sobre las respuestas eréctiles en un modelo de rata in vivo. Aunque a concentraciones relativamente
elevadas, tanto la administracion sistémica (i.v.) de un activador de los Kca como de un inhibidor de la
PDES produjeron un aumento de las respuestas eréctiles en ratas sanas. El efecto potenciador del NS-
8 sobre las respuestas eréctiles coincide con un estudio que muestra una modulacion positiva de las
respuestas eréctiles en ratas por la estimulacion de los BK con el activador NS11021 (Kun y col., 2009).
Sin embargo, a dosis que no afectan individualmente las respuestas eréctiles, la administracién de la
combinacion del NS-8 y el sildenafilo causé una potenciacion significativa de estas respuestas en las
ratas, hasta alcanzar unos niveles similares a los producidos por una dosis alta del inhibidor de la
PDE5. Por tanto, la administracion sistémica de un activador de los Kca potencié los efectos de la
inhibicion de la PDES5 sobre la funcidn eréctil en ratas, sugiriendo que la activacion de los Kca mejora la
vasodilatacién in vivo de las arterias peneanas inducida por la via del NO/GMPc. Es importante
destacar, que este efecto potenciador fue alcanzado a una dosis del activador de Kca que no impactd
significativamente la presion arterial, una caracteristica que representa una ventaja sobre la activacion
de los Kate.

Esta observacion del incremento de la actividad vasodilatadora y pro-eréctil de la inhibicion de la PDES
tras la estimulacién farmacologica de los Kca podria tener una especial relevancia clinica para los
pacientes que son refractarios al tratamiento estandar con los inhibidores de la PDES. Una de estas
condiciones es la DE diabética. Aunque la DE esta asociada con una reduccién de la capacidad
relajadora del tejido eréctil humano, este deterioro es especialmente severo en el tejido eréctil de
pacientes diabéticos como aqui se muestra. En este sentido, la relajacién dependiente de endotelio en
tejido eréctil humano de pacientes con DE esta deteriorada. Sin embargo, cuando se considera la
existencia de diabetes entre los pacientes con DE, la presencia de este factor de riesgo se asocia a un
mayor deterioro de la relajacion dependiente de endotelio del CCH y de las ARPH. Esto significa que

aunque la funcién endotelial esta significativamente reducida en pacientes con DE sin diabetes, los
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tejidos de los pacientes con DE diabética presentan un grado de disfunciéon endotelial
significativamente méas severo. La funcién eréctil esta estrechamente relacionada con la funcion
endotelial. De hecho, la funcién endotelial coronaria, se ha correlacionado con la capacidad eréctil en
pacientes con aterosclerosis (Elesber y col., 2006) y, en los pacientes diabéticos, la disfuncidn
endotelial sistémica esta asociada con la DE (De Angelis y col., 2001; Pegge y col., 2006).

La prevalencia de la DE se incrementa con la edad (Feldman y col., 1994; Martin-Morales y col., 2001).
Una edad similar de los pacientes diabéticos y de los pacientes no diabéticos excluye un efecto
confuso de la edad entre estos grupos de pacientes con DE. Aunque la edad de los donantes de
drganos fue significativamente més baja que la de los pacientes con DE, el impacto de la diabetes y la
DE sobre la respuesta endotelial del tejido eréctil humano no se debe a un efecto relacionado con la
edad. El dafio endotelial de los tejidos de los pacientes con DE con y sin diabetes se observa cuando
se consideraron los tejidos de los DO mayores de 50 afios (con una edad similar que la de los
pacientes con DE). De hecho, la relajacidn endotelial de los tejidos de DO de mas edad y de los mas
jovenes fue muy parecida. Por lo tanto, el impacto de la diabetes sobre la relajacion endotelial del tejido
eréctil vascular y trabecular en humanos es claramente mas pronunciado que el producido por la edad.
Este hecho podria explicar la baja respuesta de los pacientes diabéticos a las terapias convencionales
para el tratamiento de la DE (Rendell y col., 1999; Séenz de Tejada vy col., 2002; Goldstein y col.,
2003).

Ademas del endotelio, la inervacion nitrérgica del cuerpo cavernoso y de las arterias peneanas es
responsable del inicio de la relajacion del musculo liso y de la vasodilatacién que culmina en la ereccion
peneana. La EET de las tiras de CCH y de las ARPH en presencia de guanetidina y atropina
(previenen la neurotransmision adrenérgica y la estimulacion colinérgica, respectivamente) resulta en
una relajacion neurogénica dependiente de la frecuencia de naturaleza nitrérgica como demuestra su
completa desaparicion tras la inhibicion de la NOS. Como se muestra en este trabajo, la relajacion
nitrérgica del musculo liso peneano esta disminuida en tejidos procedentes de pacientes con DE y aun
mas reducida en pacientes diabéticos con DE. Estudios previos han publicado una reducida relajacion
neurogénica del CCH de pacientes diabéticos con DE (Saenz de Tejada y col., 1989) y de pacientes
con DE vascular (Pickard y col., 1994). Lo que se afiade en este trabajo es que el deterioro de la
relajacion neurogeénica del tejido cavernoso de pacientes diabéticos con DE es méas acusada que la que
existe en los pacientes no diabéticos con DE y que esta caracteristica es compartida por otra estructura
fundamental de la funcion eréctil, las ARPH.

Como se ha mencionado anteriormente, el NO juega un papel fundamental en la relajacién del musculo
liso peneano (Kim y col., 1991; Rajfer y col., 1992) y en la erecciéon peneana (Burtnett y col., 1992;

Trigo-Rocha y col., 1993). Aunque en las ARPH el EDHF contribuye a la vasodilatacién dependiente de
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endotelio (Angulo y col., 2003a), el NO es un mediador clave en la relajacion endotelial y neurogénica
del CCH y de las ARPH. En este sentido, una alteracién en la via del NO/GMPc puede reducir la
capacidad relajadora del tejido eréctil y dificultar la ereccién peneana. De hecho, se observa una
disminucion en el contenido del GMPc en el tejido cavernoso de pacientes con DE. Esto sugiere que
una generacion basal de NO/GMPc¢ es defectuosa en el tejido de pacientes con DE ya que la reduccién
ocurre en ausencia de una estimulacion externa. Ademas, la capacidad del CCH para generar GMPc
tras la estimulacion con ACh se reduce en pacientes con DE. Sin embargo, la reduccion de los niveles
de GMPc, tanto en basal como tras la estimulacion con ACh, esta particularmente acentuada en los
tejidos de los pacientes diabéticos con DE, sugiriendo que existe un deterioro severo de la via del
NO/GMPc¢ en el tejido eréctil de pacientes diabéticos con DE. Este hecho podria ser responsable del
déficit en la relajacion mediada por NO en CCH y ARPH de pacientes diabéticos que a su vez podria
explicar la elevada prevalencia de DE entre la poblacion diabética. Sin embargo, ya que las respuestas
mediadas por un donador de NO no se vieron afectadas por la DE o por la diabetes en el CCH y en las
ARPH, parece que la alteracién de la via del NO/GMPc podria deberse a una produccion defectuosa o
a una reducida disponibilidad del NO més que a una disminuida sensibilidad al NO a nivel del musculo
liso. Ademas la severidad del impacto de la diabetes sobre la via del NO/GMPc podria estar
relacionada con la mermada respuesta terapéutica de los inhibidores de la PDE5, la primera linea
terapéutica para el tratamiento de la DE, en los pacientes diabéticos (Vickers y col., 2002; E-Sakka y
col., 2004). Los inhibidores de la PDE5 amplifican la relajacién mediada por el NO previniendo la
hidrélisis del GMPc, pero, si el aporte de GMP¢ es excesivamente reducido, la inhibicidén de la PDE5 no
podria alcanzar la potenciacion necesaria de la relajacién mediada por el NO, limitando la recuperacion
de la funcién eréctil. En este sentido, la relajacion producida por el inhibidor de la PDES, sildenafilo, se
reduce en el tejido eréctil de los pacientes con DE. Este efecto se observa en el CCH y esta
especialmente pronunciado en las ARPH. Una observacion también confirmada para los otros
inhibidores de la PDES, tadalafilo y vardenafilo (Martinez-Salamanca y col., 2014). Ademas, cabe
sefialar que las diferencias mas notables en las relajaciones inducidas por el inhibidor de la PDE5 se
observan a bajas concentraciones de sildenafilo, que son las clinicamente relevantes considerando las
concentraciones plasmaticas de los inhibidores de la PDE5 alcanzadas tras la administracion oral
(Muirhead y col., 2002; Burnett y col., 2009; Papoutsis y col., 2011). Esto refuerza la idea de que la
produccion basal de NO/GMPc se reduce dréasticamente en el tejido eréctil de los pacientes diabéticos.
La baja disponibilidad de GMPc, ademaés, podria limitar la actividad farmacologica de los inhibidores de
la PDE5, ya que la enzima PDES posee sitios de regulacion alostérica para el GMP¢ que incrementa
notablemente la afinidad de los inhibidores de la PDES para la enzima (Corbin y col., 2003; Blount y

col., 2004). De acuerdo con esta observacién, el sildenafilo se ha demostrado que recupera la

- 113 -



Discusion

relajacion endotelial del CCH de pacientes diabéticos mientras que no es capaz de revertir la disfuncién
endotelial de las ARPH, probablemente debido a que existe un deterioro en la hiperpolarizacion
dependiente de endotelio inducido por la diabetes, ademas de la reduccidn de las respuestas mediadas
por la via del NO/GMPc (Angulo y col., 2003b). Dado que la vasodilatacion de las ARPH es tan
importante como la relajaciéon del CCH para la funcion eréctil, una falta de efecto sobre las ARPH
podria dar lugar a una reducida eficacia del tratamiento. Por lo tanto, unos niveles bajos de NO/GMP¢
podrian contribuir a una reducida eficacia de los inhibidores de la PDES para el tratamiento de la DE en
los pacientes diabéticos. De hecho, la reversion de la DE inducida por la diabetes en ratas obtenida
solo cuando se potencian conjuntamente la via del NO/GMPc con sildenafilo y la hiperpolarizacion
dependiente de endotelio con dobesilato (Angulo y col., 2005), remarca la preservacion de la funcion
arterial peneana como diana para el tratamiento de la DE.

En este sentido, aqui se demuestra que la activacion de los Kca con NS-8 potencia las repuestas
relajadoras de la inhibicion de la PDES en las ARPH de pacientes diabéticos y pacientes no diabéticos.
Ademas, este efecto potenciador posibilita que las vasodilataciones inducidas por el sildenafilo en
ARPH de pacientes diabéticos y no diabéticos, que eran significativamente diferentes en condiciones
basales, sean comparables tras el tratamiento con NS-8, recuperandose la eficacia de la inhibicion de
la PDES5 en las ARPH de pacientes diabéticos.

De nuevo, se pretendié corroborar in vivo esta mejora de la eficacia demostrada in vitro. La diabetes
caus0 una reduccion de las respuestas eréctiles en las ratas que no pudo ser completamente revertida
por el tratamiento individual con el sildenafilo, de forma similar a lo previamente observado (Bivalaqua y
col., 2004; Angulo y col., 2005; Zhang y col., 2006). De manera similar, el tratamiento con los
activadores de los Kca no logro revertir la DE por si mismo en los animales diabéticos, aunque el NS-8,
a una dosis de 5mg/kg mejor6 las respuestas eréctiles. Sin embargo, la combinacién de la inhibicién de
la PDES vy la activacion de los Kca revirti6 completamente la disfuncion eréctil en las ratas diabéticas.
Interesantemente, esto se observd con el NS-8 asi como con el otro activador de los Kca, NS1619. Por
lo tanto, la activacion de los Kca facilita la recuperacion de la funcion eréctil promovida por el sildenafilo
en un modelo de DE. Esta observacion alcanza mas relevancia clinica por el hecho de que se produce
en un modelo de diabetes. Por tanto, el incremento de la eficacia de los inhibidores de la PDES
mediante la co-administracion de activadores de los Kca puede constituir una estrategia terapéutica
razonable en el tratamiento de la disfuncion eréctil en la diabetes. Ademas, los activadores de los Kca
podrian tener una ventaja con respecto a los activadores de los Kate que es la falta de un efecto
importante sobre la presion sanguinea.

En definitiva, la activacién de los Kca potencia los efectos de los inhibidores de la PDE5, en arterias de

pene humano, un efecto que es dependiente de endotelio. Este efecto potenciador de los abridores de
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los Kca es especifico para las ARPH y no para el CCH, pero causa un aumento de la eficacia de la
inhibicion de la PDE5 sobre la funcion eréctil. De hecho, la activacion de los Kca facilita la recuperacion
de la funcidn eréctil por la administracion de un inhibidor de la PDE5 en un modelo de disfuncién eréctil
en diabetes. La administracion de los abridores de los Kca como estrategia para mejorar la eficacia de
los inhibidores de la PDE5 podria representar un beneficio terapéutico en el tratamiento de la
disfuncion eréctil, principalmente en aquellos grupos de pacientes que son refractarios al tratamiento

convencional, como es el caso de los pacientes diabéticos.

Papel de la activacion de los canales BK en el alivio de la
hiperactividad vesical/LUTS

Ademas de su influencia sobre la funcion eréctil discutida anteriormente, se ha sugerido la
activacion de los canales de K* como diana terapéutica para el tratamiento de la hiperactividad vesical
(Anderson y col., 2004a; Petkov y col., 2001b).

La estimulacion eléctrica de las tiras de vejiga humana produce contracciones neurogénicas. La
naturaleza neurogénica de estas respuestas se demuestra con la practica abolicion de toda respuesta
contractil a la estimulacién eléctrica en las tiras de vejiga humana expuestas a TTX. Ademas, las
contracciones neurogénicas estan principalmente mediadas por la liberaciéon de ACh y la activacién de
los receptores muscarinicos en las células musculares, ya que las respuestas contractiles son
practicamente abolidas al bloquear los receptores muscarinicos con atropina. Esto es consistente con
estudios previos en los que se muestra el papel secundario para el sistema purinérgico en la mediacion
de la contraccion neurogénica del musculo detrusor humano, el cual sélo es significativo en
determinadas condiciones fisiopatoldgicas (Bayliss y col., 1999).

A pesar de la falta de efecto del bloqueo de los Karp con glibenclamida sobre las contracciones
neurogénicas 0 miogénicas de la vejiga humana, la activacion de estos canales con pinacidil resulto en
una inhibicion de las respuestas neurogénicas asi como de las respuestas miogénicas. Se ha
demostrado previamente que el pinacidil inhibe la contraccion miogénica de la vejiga humana (Darblade
y col., 2006). De hecho, se ha observado en modelos animales, que activadores de canales que actuan
especificamente sobre los Katp (Bonev y col., 1993) son muy eficaces en el tratamiento de la vejiga
hiperactiva (Andersson y col., 1988; Igawa y col., 1992; Howe y col., 1995; Petkov y col., 2001). No
obstante, aunque esta clase de agentes terapéuticos tienen beneficios potenciales en el tratamiento de
la incontinencia urinaria de urgencia y en la vejiga hiperactiva, la clave esta en poder separar los
efectos sobre el tracto urinario de los efectos cardiovasculares que puedan producir (Moreland y col.,

2004). Se han desarrollado nuevos activadores de los Karp que presentan cierta selectividad uroldgica
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(Brune y col., 2002; Gopalakrishnan y col., 2002; Hewawasam y col., 2002), aunque no estan libres de
ejercer efectos sobre la presidn sanguinea cuando se han evaluado in vivo en un modelo animal (Fabiyi
y col., 2003).

Las contracciones de la vejiga humana inducidas por la estimulacion eléctrica estan funcionalmente
reguladas por la actividad de los Kca. Concretamente, los BK y SK participan en la regulacion de las
contracciones neurogénicas de la vejiga humana ya que el bloqueo especifico de los BK con IbTx o de
los SK con APA producen de igual manera un incremento significativo de las contracciones de la vejiga
humana producidas por la EET. Estos resultados son compatibles con estudios anteriores en los que
se observo que el bloqueo especifico de los BK con IbTx produjo un incremento de las contracciones
inducidas por diferentes agonistas en tiras de musculo detrusor de humanos (Darblade y col., 2006),
cerdos (Buckner y col., 2002), cobayas (Heppner y col., 1997; Kobayashi y col., 2000; Mora y col.,
2005), ratas (Uchida y col., 2005) y ratones (Herrera y col., 2005). Ademas, se ha mostrado la eficacia
de la transferencia del gen que codifica para la subunidad a que constituye el poro del canal BK en un
modelo animal de vejiga hiperactiva (Christ col., 2001), apoyando la consideracion de los BK como
diana terapéutica en el tratamiento de la vejiga hiperactiva. En estudios previos, se ha observado que
los SK modulan el potencial de accién tras la hiperpolarizacién del musculo liso de la vejiga urinaria
(Creed y col., 1983; Fuijii y col., 1990) y que el bloqueo de estos canales con apamina induce un
incremento en la frecuencia del potencial de accién (Creed y col., 1983; Fujii y col., 1990), y en la
amplitud de las contracciones fasicas (Zografos y col., 1992; Herrera y col., 2000; Herrera y col., 2002).
Ademas, se ha identificado ARNm de los canales SK2 y SK3 en el musculo liso de la vejiga urinaria de
raton (Ohya y col., 2000). A nivel proteico, los canales SK3 se han localizado en el urotelio y en el
musculo liso de la vejiga urinaria (Herrera y col., 2003) y se ha propuesto que estos canales
representan un factor determinante en la contractilidad del muasculo liso de la vejiga, aunque otras
isoformas de los canales SK (SK1, SK2) también han sido implicados en la regulacion de la funcién
vesical (Herrera y col., 2003). Ademas se ha observado que alteraciones en la expresion de los Kca
puede causar disfunciones urinarias, como vejiga hiperactiva o incontinencia urinaria (Herrera y col.,
2005). Todo esto sugiere que los BK y SK son activos en la vejiga humana y que su actividad
antagoniza las contracciones neurogénicas. Consecuentemente, la activacion farmacologica de los BK
con NS1619 6 NS-8 causa una inhibicion de las contracciones neurogénicas. La modulacion de las
contracciones de la vejiga por los Kca parece ser especifico de la generada por la estimulacion nerviosa
ya que los bloqueadores de los Kca no consiguieron potenciar las contracciones del musculo liso
detrusor inducidas por la estimulacién de los receptores muscarinicos. Esta evidencia apunta a la
existencia de una modulacién pre-sinaptica de la neurotransmision colinérgica por los Kca aunque esta

idea necesita ser confirmada. Por el contrario, la activacién de los BK con NS-8 fue ineficaz en la
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inhibicion farmacolégica de las contracciones miogénicas inducidas en la vejiga humana a
concentraciones que si son efectivas sobre las respuestas neurogénicas. Este patron de modulacién de
la contractilidad de la vejiga humana con los activadores de los Kca es completamente diferente de los
antagonistas muscarinicos o de los activadores de los Karp que inhiben tanto las contracciones
neurogénicas como las miogénicas. La apertura de los BK bajo condiciones fisioldgicas permite la
hiperpolarizacion de la membrana celular la cual, a su vez, cierra los canales Ca?* dependientes de
voltaje y relaja las células del musculo liso detrusor (Heppner y col., 1997; Hristov y col., 2008; Petkov y
col., 2001a; Petkov y col., 2005). El activador de los BK, NS1619, es capaz de modular la excitabilidad
celular en neuronas y musculo liso (Edwards y col., 1994; Holland y col., 1996; Macmillan y col., 1995
Yamamura y col., 2001). EI NS1619 relaja el musculo liso de la vejiga con una ECso de=10-30 pM
(Chang y col., 2010; Huang y col., 1997; Sheldon y col., 1997). La activacién de los BK con NS1619
modula las contracciones neurogénicas y las contracciones espontaneas de la vejiga de rata (Soder y
col., 2011) y humana (Oger y col., 2011; Hristov y col., 2012). Se ha demostrado que el NS1619 inhibe
las contracciones miogénicas de la vejiga humana (Hristov y col., 2012) pero la concentracién del
activador utilizado en el citado estudio (30 uM) fue mas alta que la concentracion utilizada en nuestro
estudio.

La apertura especifica de los SK inhibe las contracciones fasicas y las contracciones miogénicas
inducidas por agonistas asi como las contracciones neurogénicas de la vejiga humana (Soder y col.,
2013). De hecho, el efecto inhibitorio que produce el activador de los IK y SK, NS309, sobre la
contraccién vesical probablemente estd mediada por la activacion de los SK, como se ha descrito en
vejiga de rata (Parajuli y col., 2013), ya que los IK parece que no tienen una contribucién importante en
la regulacion de las contracciones neurogénicas de la vejiga humana, como se ha sugerido
previamente (Afeli y col., 2012) y se ha confirmado por los resultados con el inhibidor de los IK, TRAM-
34, aqui mostrados. Aunque las evidencias propias y ajenas sugieren que la activacion farmacoldgica
de los SK podria tener relevancia en la modulacion de las contracciones neurogénicas de la vejiga
humana, los activadores de los BK demuestran una elevada eficacia en modular dichas respuestas.
Por tanto, la estimulacion de los BK se evaluo en condiciones fisiopatologicas in vitro e in vivo.

La HBP esta asociada al desarrollo de los sintomas del tracto urinario inferior (LUTS) (Guess y col.,
1995; Chiricos y col., 1996; Abrams y col., 2003) que tienen un impacto negativo en la calidad de vida
(Emberton y col., 2008). Los LUTS relacionados con la HBP son una consecuencia de procesos
estaticos (agrandamiento de la préstata) y dinamicos, implicando mecanismos obstructivos e irritativos.
De hecho, una importante proporcion de pacientes diagnosticados de vejiga hiperactiva tienen HBP
como condicién subyacente pero no necesariamente relacionada con la obstruccién del tracto urinario

(Blaivas y col., 2009). A este respecto, es importante sefialar que la inhibicién de las contracciones
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neurogeénicas por los activadores de los BK se manifiesta mas claramente en vejigas de pacientes con
HBP y sintomas urinarios, demostrando una mayor efectividad de la estimulacién de los BK en la
inhibicion de las contracciones neurogénicas de la vejiga en una poblacién de pacientes que podrian
potencialmente beneficiarse de estos efectos. Este hallazgo, junto con el hecho de que los efectos
opuestos ejercidos por el bloqueo de los BK es significativamente mas notable en vejigas de individuos
sanos, apoya la hipdtesis que relaciona la vejiga hiperactiva con una reducida actividad/expresion de
los BK (Chang y col., 2010, Aydin y col., 2012). Ya que activadores de los Kca modulan eficazmente la
contraccion neurogeénica de la vejiga pero son vasodilatadores menos efectivos que los activadores de
los Katp, cabria esperarse que produzcan efectos cardiovasculares mas leves. Los efectos causados
por los activadores de los Kca sugieren que al menos uno de estos canales debe expresarse en el
tejido de la vejiga urinaria. Se ha detectado expresion de las subunidades a y de las subunidades 1-
B4 de los BK en el musculo liso de vejiga urinaria (Ohya y col., 2000; Ohi y col., 2001a; Ohi y col.,
2001b; Petkov y col., 2001; Werner y col., 2007; Chen y col., 2009; Hristov y col., 2011) mientras que la
ausencia de estas subunidades incrementa significativamente la contractilidad del musculo liso detrusor
y la frecuencia de miccion relacionada con la hiperactividad del detrusor (Ratz y col., 2002; Braverman
y col., 2003; Di Castro y col., 2006; Petkov y col., 2012). El presente estudio aporta la evidencia de que
los BK, IK y SK se expresan en la vejiga humana y de rata, como demuestra la inmunodeteccién de
estos canales en el tejido vesical, confirmando que la disparidad en los efectos de la modulacion de los
diversos subtipos se debe mas a una diferencia funcional de los canales que a la ausencia de alguno
de ellos. Curiosamente, aunque el patron de expresion de los BK e IK en la vejiga de rata no se vio
alterado en funcion del sexo de los animales, el patron de expresion de los SK en el tejido urinario de
rata fue muy diferente dependiendo del sexo, ya que en las ratas macho se detectd una intensa
expresion de los SK1y SK3, mientras que en las ratas hembra sélo se observé una clara expresion del
subtipo SK3. Parajuli y col., (2012) detectaron expresion génica (ARNm por RT-PCR) y proteica
(inmunohistoquimica) de los SK3 pero no SK1, SK2 6 IK en el musculo liso del detrusor de cobayas.
Nosotros hemos demostrado que los Kca se expresan en el urotelio y el musculo liso de la vejiga de
rata, proporcionando la base estructural para considerar la rata un modelo aceptable para evaluar el
efecto de la activacion de los Kca en la funcion urodinamica in vivo. En concreto, el activador de los BK,
NS-8 se eligi6 basandonos en su superior efecto inhibitorio sobre las contracciones neurogénicas de la
vejiga humana con respecto al activador de los IK/SK, NS-309 o al otro activador de los BK, NS1619.
Por otro lado, los efectos inducidos por el NS-8 en los procesos urodindmicos in vivo fueron
comparados con los efectos producidos por el agente anti-colinérgico OXIB, que ha sido empleado en
el tratamiento convencional de la vejiga hiperactiva durante muchos afios (Yoshimura y col., 2002).

Pese a que la OXIB, como se esperaba, redujo tanto las contracciones neurogénicas y como las
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miogénicas inducidas por el CCh en la vejiga humana, no logré, in vivo, reducir significativamente la
frecuencia de miccion ni incrementar el volumen de miccion mientras que causd una reduccion
significativa de la capacidad contractil de la vejiga en ratas sin irritacién vesical, una observacion
consistente con otras evidencias previas (Angelico y col., 2005). En cambio, en las mismas
condiciones, una reduccion significativa de la frecuencia de miccidn y un incremento en el volumen de
miccién se observo después de la administracion del activador de los BK, NS-8, una observacion
coincidente con lo descrito por Tanaka y col., (2003). El aumento de la capacidad de almacenamiento
de la vejiga ejercido por el NS-8 no se acompari6 de una alteracion de su capacidad contractil.

Sin embargo, es importante determinar si la activacion de los BK puede también mejorar la funcion
urodinamica bajo condiciones de vejiga hiperactiva. Para este propdsito evaluamos los efectos in vivo
de la administracion sistémica de NS-8 sobre los parametros cistométricos en presencia de
hiperactividad vesical causada por la infusion de una solucion al 0,3% de acido acético en ratas. La
hiperactividad de la vejiga inducida por la irritacion quimica parece tener un claro componente
neurogénico, mediado principalmente por fibras aferentes (Mitsui y col., 2001). La administracion de
NS-8 revierte el perfil hiperactivo de la funcion urodindmica generada por el acido acético, una eficacia
que, por el contrario, no se alcanza tras el bloqueo muscarinico, ya que la OXIB sélo mejora
ligeramente la funcién urodinamica en estas condiciones. Asi mismo, a diferencia de la OXIB, el NS-8
no inhibe significativamente la capacidad maxima de la vejiga para contraerse, lo que sugiere que los
problemas de retencién de orina observados con los anticolinérgicos (Vande Griend y col., 2012) no
seria esperable con este farmaco. Ademas, el NS-8 muestra un mejor perfil cardiovascular ya que
apenas afecta la presion arterial o la frecuencia cardiaca a la dosis utilizada mientras que el agente
anticolinérgico provoca una marcada hipotension y taquicardia. Para el potencial terapéutico de los
activadores de los BK, este perfil de seguridad cardiovascular representa una ventaja importante sobre
los agentes anticolinérgicos y los activadores de los Karp. Por lo tanto, la evaluacion de la activacion de
los BK podria ser una estrategia terapéutica de interés en el tratamiento de la vejiga hiperactiva. Asi la
activacion de los Kca podria tener relevancia terapéutica tanto en el tratamiento de la DE como de los
LUTS, dos patologias que coexisten frecuentemente y comparten mecanismos fisiopatologicos
comunes (Gacci y col., 2011; Haddad y col., 2015).
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Conclusiones

Las principales conclusiones que se extraen del presente trabajo son las siguientes:

1. Los Kca participan en la vasodilatacion causada por la inhibicién de la PDES en las ARPH, pero
no en el CCH y su activacion en las ARPH resulta en una potenciacién de la capacidad
relajadora de la via del NO/GMPc y especificamente de la vasodilatacion causada por los
inhibidores de la PDES.

2. Este efecto potenciador es dependiente de endotelio e implica especificamente a los Kca de

intermedia y gran conductancia (IK'y BK, respectivamente).

3. La diabetes causa un profundo deterioro de las respuestas mediadas por NO/GMPc en el CCH y

las ARPH que resulta en menor eficacia vasodilatadora de los inhibidores de la PDES.

4. L a potenciacién de la vasodilatacién inducida por sildenafilo que produce el activador de los Kca,
NS-8, resulta en una normalizacion de las respuestas a este inhibidor de la PDE5 en las ARPH

de los pacientes diabéticos.

5. La administracion sistémica de un activador de los Kca potencia la eficacia de la inhibicion de la
PDE5 para aumentar las respuestas eréctiles en ratas normales y paranormalizar la funcién

eréctil en un modelo de DE diabética.

6. Los canales BK y SK modulan las contracciones neurogénicas de la vejiga humana y la
activacion farmacolégica de estos canales disminuye las contracciones neurogénicas sin
afectar las contracciones miogeénicas y esta disminucion de las contracciones neurogénicas por
los activadores de los BK es especialmente aplicable a los pacientes que presentan sintomas

urinarios.

7.La administracion sistémica del activador de los BK, el NS-8, recupera la capacidad de
almacenamiento de la vejiga y revierte la hiperactividad de la vejiga inducida quimicamente

mas eficazmente que los antagonistas muscarinicos sin causar alteraciones cardiovasculares.

8. La activacion de los Kca podria constituir una estrategia farmacoldgica para aumentar la eficacia
terapéutica de los inhibidores PDES5. Esto podria tener relevancia clinica en el manejo de
pacientes que presentan una menor respuesta a los inhibidores PDES, como son los pacientes
diabéticos. Ademas, la activacion de los BK podria constituir una opcién terapéutica para aliviar

los sintomas de la vejiga hiperactiva, que frecuentemente se asocia a DE.
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Conclusions

The main conclusions drawn from the present work are as follows:

1. Kca contributes to the vasodilatory activity of PDE5 inhibition in HPRA but not in HCC and Kca
stimulation in HPRA results in the potentiation of the NO,cGMP vasodilatory capacity and

specifically of vasodilatory capacity of PDE5 inhibitors.

2. This potentiating effect is endothelium dependent and specifically involvesintermediate-

conductance Kca and large-conductance Kca (IK and BK, respectively).

3. Diabetes causes a profound impairment of NO/cGMP-mediated responses in HCC and HPRAthat

results in reduced vasodilatory capacity of PDES inhibitors.

4. The potentiation of sildenafil-induced relaxation by the Kca activator, NS-8, results in a
normalization of responses to this PDES inhibitor in HPRA from diabetic patients.

5.In vivo administration of Kca activators enhances the efficacy of PDES inhibition to
augmenterectile responses in non-diabetic rats and to normalize erectile function in diabetic

rats.

6. BK and SK channels modulate neurogenic contractions of human bladder and pharmacological
activation of these channels inhibitsneurogenic contractions without affecting the miogenic
contractions and this inhibition of neurogenic contractionsinduced by BK activators is specially

applicable to patients with urinary symptoms.

7. In vivo administration of the BK activator, NS-8, results in increased storage capacity of the
bladder and reverses chemically induced bladder hyperactivity in rats more efficiently than a

muscarinic antagonist without causing cardiovascular alterations.

8. Kca activation could provide a pharmacological strategy to increase the therapeutic efficacy of
PDES inhibitors. This could have clinical relevance in the management of patients who display
lower response to PDE5 inhibitors, such as diabetic patients. In addition, BK activation could
provide a therapeutic strategy to relieve overactive bladder symptoms that are frequently

associated with ED.
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