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Introducción  
 
 

1. DISFUNCIÓN ENDOTELIAL HIPERTENSIVA 

 

1.1. FISIOLOGÍA DEL ENDOTELIO  

 

El endotelio es un tejido de origen mesodérmico constituido por una única capa 

de células aplanadas que se encuentran tapizando toda la superficie interna del sistema 

vascular. En adultos, aproximadamente diez trillones de células endoteliales forman 

casi 1 Kg de “órgano”. La integridad estructural y funcional de las células endoteliales 

es importante en el mantenimiento de la pared de los vasos y de la función 

circulatoria, pero el endotelio de ningún modo es un tejido inerte. Como barrera, el 

endotelio es semipermeable y regula la transferencia de pequeñas y grandes 

moléculas. Las células endoteliales son dinámicas y tienen funciones tanto 

metabólicas como sintéticas. Además, ejercen acciones autocrinas, paracrinas y 

endocrinas e influyen en las células del músculo liso vascular (CMLV), plaquetas y 

leucocitos periféricos. 

El endotelio está constituido por células altamente especializadas y bastante 

heterogéneas, ya que su estructura va a variar en función del lecho vascular que 

estemos considerando. Además, no sólo expresan diferentes antígenos de superficie y 

receptores sino que pueden generar distintas respuestas al mismo estímulo (Gallagher 

y Sumpio, 1997). Incluso células de la misma parte de la vasculatura pueden tener 

respuestas variadas. Es también importante anotar que las células endoteliales 

cultivadas pueden no reflejar la respuesta encontrada en las mismas células in vivo, y 

en particular, las lineas inmortales celulares endoteliales empleadas en muchos 

estudios de laboratorio, han alterado la expresión de proteínas clave comparada con 

las células estudiadas in vivo (Galley y cols., 2000). 

Las células endoteliales ejercen numerosas funciones biológicas, entre las que 

destacan el mantenimiento de una interfase sangre-tejido no trombogénica, la 

regulación del tono vascular, del flujo sanguíneo tisular y de la presión arterial. El 
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endotelio es indispensable para la homeostasis corporal y en muchos procesos 

patológicos, incluyendo la aterosclerosis, hipertensión, hipertensión pulmonar, sepsis 

y síndromes inflamatorios, se ha involucrado una respuesta alterada de las células 

endoteliales. Estas enfermedades están relacionadas con el daño, disfunción o 

activación endotelial. 

 

 

1.2. FUNCIONES DEL ENDOTELIO 

 

1.2.1. Transporte endotelial: barrera permeable 

 

El endotelio es una barrera permeable que permite el libre paso de moléculas y 

células de la sangre hacia el intersticio y células subyacentes. Existen mecanismos 

específicos de transporte que facilitan el paso de macromoléculas del torrente 

sanguíneo a través de las células endoteliales al espacio subendotelial para cubrir las 

necesidades metabólicas de las células del tejido circundante (Mann y cols., 2003). 

Además, el transporte entre células endoteliales (uniones estrechas) actúa como una 

barrera selectiva a la salida de las moléculas de la circulación. 

 

Transporte de glucosa 

  

Se conoce la existencia de 7 transportadores de glucosa de la familia de 

supergenes GLUT, pero sólo GLUT-1 y GLUT-4 están expresados en las células 

endoteliales, siendo la GLUT-1 la isoforma más abundante. La regulación de la 

expresión de GLUT-4 es un proceso esencial en la regulación del transporte de 

glucosa y es particularmente importante en la diabetes y en la hipoxemia. El principal 

tejido endotelial que expresa transportadores GLUT es la barrera hemato-encefálica; 

aunque también se han detectado en otras células endoteliales localizadas en el cordón 
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umbilical, capilares adrenales, aorta, retina, corazón, placenta, ojo y testículos (Mann 

y cols., 2003).  

 

Transporte de aminoácidos 

 

Existen multiples sistemas de transporte para aminoácidos en las células 

endoteliales, pero el sistema transportador de aminoácidos catiónicos es quizá el más 

relevante, puesto que se utiliza para el transporte de L-arginina, sustrato para la 

síntesis de óxido nítrico (NO). Numerosos estudios han mostrado que las citoquinas, 

como el factor de necrosis tumoral α (TNFα), pueden estimular el transporte de L-

arginina en las células endoteliales, lo que supone un incremento de la producción de 

NO (Bogle y cols., 1995). 

 

Caveolas 

 
Las caveolas son invaginaciones en la membrana celular y son responsables del 

transporte transcelular (transcitosis) en células endoteliales (Minshall y cols., 2003). 

Por ejemplo, la transcitosis vía caveola es el principal medio de transporte de 

albumina a través del endotelio. La caveolina-1 es una proteína que está insertada en 

la superficie citoplasmática de la membrana que regula la internalización caveolar. En 

el endotelio, la caveolina-1 regula la vía del NO al unirse a la óxido nítrico sintasa 

endotelial (NOSe), manteniéndola inactiva (Bucci y cols., 2000). Además, la 

caveolina-1 también está implicada en las vías de señalización del calcio en las células 

endoteliales (Fujimoto, 1993). 

 

Uniones estrechas 

 
Son uniones intercelulares importantes para el mantenimiento de la integridad 

estructural del endotelio y para el transporte paracelular. Aunque la permeabilidad 

 5 
 



Introducción 

vascular depende de 2 vías, la vía paracelular (uniones estrechas) y la vía transcelular 

(caveolas) del endotelio, los edemas se desarrollan principalmente como consecuencia 

de la disfunción de estas uniones intercelulares. Un claro ejemplo es la barrera 

hemato-encefálica, hecha de células endoteliales altamente especializadas cuyas 

uniones estrechas protegen el sistema nervioso central. Las uniones entre células 

pueden funcionar como una “puerta” que permite el paso selectivo de moléculas o 

como una “valla” que lo impide (Sawada y cols., 2003). Algunos virus y bacterias 

patógenas afectan la función de estas uniones entre células lo que conduce a 

enfermedades del sistema vascular (e.j. edemas), del tracto gastrointestinal (e.j. 

diarreas) y del tracto respiratorio (e.j. síndrome del distrés respiratorio agudo). 

 

1.2.2. Tono vascular 

 

El endotelio es considerado un tejido esencialmente paracrino en relación al tono 

vascular, ya que tiene la capacidad de sintetizar mediadores biológicos que modulan el 

estado de contracción/relajación del músculo liso adyacente. El endotelio sintetiza 

agentes vasodilatadores así como factores vasoconstrictores (Vane y cols., 1990; 

Vanhoutte, 1993). Dentro de los primeros tenemos  NO, prostaciclina (PGI2) y  factor 

hiperpolarizante derivado de endotelio (FHDE). El segundo grupo está formado por 

endotelina-1 (ET-1) y productos derivados de la vía de la ciclooxigenasa (COX) como 

aniones superóxido (O2
-), tromboxano A2 (TXA2) y prostaglandina H2 (PGH2).  

 

1.2.2.a. Factores vasodilatadores derivados del endotelio 

 

En 1980, Furchgott y Zawadzki descubrieron que era necesaria la presencia de 

células endoteliales para la inducción de vasodilatación en aortas aisladas de conejo al 

ser estimuladas con acetilcolina (ACh). Este hallazgo significó el punto de partida 

para el reconocimiento del endotelio como regulador del tono vascular. Estos autores 
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propusieron que la activación del receptor muscarínico de las células endoteliales, por 

la ACh, de alguna forma activaba una serie de hechos secuenciales en los cuales el 

ácido araquidónico (AA) (o algún otro ácido graso no saturado) era liberado y oxidado 

(por la acción de la lipooxigenasa), originando el producto responsable de la relajación 

de las CMLV. En 1981, Furchgott aumentó la lista de factores vasoactivos (sustancia 

P, bradicinina (Bk), adenín trifosfato (ATP) y el ionóforo del calcio A23187) que 

causaban relajación dependiente de endotelio en arterias aisladas. Posteriormente, se 

descubrió que incluso agentes vasoconstrictores como la noradrenalina y serotonina 

(Cocks y Angus, 1983) podían estimular las células endoteliales y liberar la molécula 

con capacidad vasodilatadora, la cual, al desconocerse su naturaleza química, se le 

denominó factor relajante derivado de endotelio (FRDE) (Furchgott, 1981; Cherry y 

cols., 1982; Angus y Cocks, 1989). El punto de convergencia para todos los agentes 

que estimulaban la liberación de FRDE parecía ser un incremento de los niveles de 

calcio en las células endoteliales. 

La relajación del músculo liso vascular en respuesta a una señal iniciada por 

estimulación del endotelio, es conocida hoy en día como “relajación dependiente de 

endotelio” y está relacionada con la liberación de al menos un FRDE. Los tres factores 

vasodilatadores producidos por el endotelio son el NO, la PGI2 y el factor 

hiperpolarizante derivado de endotelio (FHDE), siendo el principal el NO, ya que es el 

único que ejerce un efecto tónico vasodilatador sobre la pared vascular. 

 

Prostaciclina  

 

 La PGI2 fue el primer FRDE que se identificó. Se caracterizó en tiras de tejido 

aórtico a mediados de los años sesenta, como una sustancia capaz de inhibir la 

activación y la agregación plaquetaria y de promover vasodilatación (Moncada y cols., 

1976). 

La PGI2 se sintetiza fundamentalmente en las células endoteliales vasculares a 

partir del AA mediante la acción de complejo enzimático COX-PGI2 sintetasa. 
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También se sintetiza en CMLV y plaquetas donde contribuye a regular el estado de 

agregación plaquetaria. Parte de la acción de la PGI2 tiene lugar a través de la unión a 

receptores específicos de la superficie de las CMLV que se encuentran acoplados a 

través de proteínas Gs a la adenilato ciclasa, lo que conduce a un aumento de los 

niveles intracelulares de AMPc (adenosín monofosfato cíclico) y relajación del 

músculo liso (Gorman y cols., 1977; Best y cols., 1977; Hajjar y cols., 1982; Furchgott 

y Vanhoutte, 1989; Vanhoutte, 1993). Entre los factores que estimulan la síntesis y 

liberación de PGI2 están la angiotensina II (Ang II), la ACh o la Bk, así como 

productos derivados de las plaquetas como la serotonina y el factor de crecimiento 

derivado de las plaquetas (PDGF). 

El NO y la PGI2 actúan de forma sinérgica para promover tanto la relajación de la 

fibra lisa vascular como para inhibir la agregación plaquetaria (Moncada y Vane, 

1978). En arterias coronarias porcinas, la PGI2 estimula la liberación e incrementa la 

actividad relajante del FRDE; sugiriéndose que la estimulación del AMPc, en las 

CMLV, aumenta la sensibilidad al NO (Shimokawa y cols., 1988). Por otro lado, el 

NO inhibe la producción de PGI2 en células endoteliales aórticas bovinas cultivadas 

(Doni y cols., 1988). 

 

Óxido nítrico 

 

El NO es una molécula pequeña de naturaleza gaseosa que actúa como mediador 

de numerosos procesos biológicos. Se produce a partir del grupo guanidino de la L-

arginina, siendo el otro coproducto de esta reacción biológica la L-citrulina. La NOS 

es una hemoproteína que además del sustrato requiere oxígeno molecular (Leone y 

cols., 1991) y la presencia de calmodulina y de cuatro cofactores: nicotinamida adenín 

dinucleótido fosfato (forma reducida) (NADPH), flavín adenín dinucleótido (forma 

oxidada) (FAD), flavín mononucleótido (forma oxidada) (FMN) y tetrahidrobiopterina 

(BH4) (Stuehr, 1997). 
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En el hombre se han identificado tres isoformas de esta enzima: NOS inducible 

(NOSi), NOS neuronal (NOSn) y NOS endotelial (NOSe) (Forstermann y Kleinert, 

1995; Griffith y Stuehr, 1995). La NOSn y NOSe están expresadas constitutivamente; 

la NOSi requiere, en la mayoría de los casos, la presencia de estímulos extracelulares 

específicos para su expresión y, en contraste con NOSn y NOSe, no necesita un 

aumento de la concentración intracelular de calcio ([Ca2+]i) para ser biológicamente 

activa. Las enzimas constitutivas generan pequeñas cantidades de NO, mientras que la 

actividad NOSi es aproximadamente 1000 veces mayor. El NO sintetizado por la vía 

constitutiva participa en procesos fisiológicos o reguladores, mientras que el NO 

formado por la vía inducible participa en procesos inmunes y de lesión celular. 

Para que la NOS sea activa, se produce el acoplamiento entre dos subunidades 

idénticas (Figura 1). Cada subunidad a su vez presenta dos dominios, uno con 

actividad oxigenasa y otro con actividad reductasa, que actúan de manera 

independiente. La BH4 favorece la formación de este dímero activo a partir de los 

monómeros de proteína inactiva. El dímero activo contiene lugares de unión para la L-

arginina y la BH4, y el grupo hemo, en la porción N-terminal (dominio con actividad 

oxigenasa). En la NOS constitutiva hay además lugares para la fosforilación por 

proteín kinasas que regulan su actividad. Existe así mismo un lugar de unión a la 

calmodulina en la parte media, y unas secuencias de unión al FMN, FAD y NADPH 

en la porción C-terminal (dominio con actividad reductasa) (Stuehr, 1997).   

COOH FeBH4 ARG NH2NADPH FAD FMN CaM

74kDa
56kDa

NADPHFADFMNCaM COOHFeARG BH4NH2

COOH FeBH4 ARG NH2NADPH FAD FMN CaM

74kDa
56kDa

NADPHFADFMNCaM COOHFeARG BH4NH2

 
Figura 1. Estructura de la NOS mostrando el acoplamiento entre las dos subunidades para formar el 
dímero activo. Los dominios de la porción C-terminal con actividad reductasa tienen una longitud total 
de 74 kDa y allí se unen el flavín mononucleótido (FMN), el flavín adenín dinucleótido (FAD) y la 
nicotinamida adenín dinucleótido fosfato (NADPH). Cerca del centro del péptido, entre los residuos 503-
532, se encuentra una secuencia de unión a la calmodulina (CaM). El dominio con actividad oxigenasa, 
con un peso total equivalente a 56 kDa, contiene lugares de unión para la L-arginina (ARG), 
tetrahidrobiopterina (BH4) y el grupo hemo (Fe). 
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Existen diferencias en la localización celular de las isoformas de la NOS. Así, la 

NOSn y la NOSi son enzimas solubles de localización citosólica, mientras que la 

NOSe está asociada a la membrana. Sowa y cols. (1999), utilizando células 

transfectadas con la NOSe, demostraron que ~50% del total de la NOSe está 

localizada en la membrana plasmática y el 35% en el aparato de Golgi. 

La NOSe sufre modificaciones postraduccionales, en el retículo endoplásmico 

por adición de restos de miristato y posteriormente en el aparato de Golgi mediante 

palmitoilación de residuos de cisteína, que favorecen su asociación a microdominios 

especializados de la membrana plasmática ricos en colesterol y esfingolípidos 

denominados caveolas. Estas estructuras membranales están implicadas en los 

procesos de transcitosis de macromoléculas, como hemos comentado anteriormente. 

Recientemente, se ha descrito su participación en la regulación de la actividad de la 

NOSe (Figura 2). 

 

 

 

NOSe

NOSe

NO

NOSe

Golgi

palm

myr

Membrana
plasmática

Caveola

Figura 2. Conducción de la NOSe a la caveola. La miristoilación dirige a la proteína al aparato de 
Golgi donde sufre la adición de restos de palmitato que favorecen su asociación a la caveola, 
microdominios de la membrana plasmática ricos en colesterol (círculos naranjas). 

 10



Introducción  
 
 

Las caveolas acogen receptores para muchos de los estímulos de la NOSe, el 

transportador de L-arginina, ATPasa de Ca2+ y canales de Ca2+ dependientes de 

inositol 1,4,5 trifosfato (IP3). Además poseen proteínas que actúan como moduladores 

alostéricos de la NOSe. La caveolina-1 es una proteína caveolar asociada a la NOSe. 

Estudios in vitro con células endoteliales revelan que los dominios N- y C- terminales 

de la caveolina interactúan directamente con el dominio oxigenasa de la NOSe e 

inhibe su actividad catalítica (Garcia-Cardena y cols., 1997; Ju y cols., 1997). Esta 

inhibición se revierte mediante el aumento del complejo Ca2+/calmodulina y por 

fosforilación inducida por proteín kinasas. 

 

La actividad de las isoformas constitutivas está controlada por el complejo 

Ca2+/calmodulina intracelular, disminuyendo su actividad en presencia de quelantes de 

calcio (Moncada y Palmer, 1990) y antagonistas de calmodulina (Busse y Mulsch, 

1990). Este control se ejerce de dos maneras: 

 

a) La mayoría de los agentes con efecto dependiente de endotelio (ACh, Bk, Ang 

II, sustancia P, ATP, estradiol) aumentan la [Ca2+]i; el consiguiente aumento de 

Ca2+/calmodulina rompe la interacción entre NOSe y caveolina provocando un 

aumento de su actividad enzimática (Michel y cols., 1997). 

 Este incremento de Ca2+ que se observa cuando se estimula la célula endotelial 

por un agonista o por un estímulo mecánico se produce en dos fases. En la primera, se 

registra un incremento del Ca2+ intracelular libre rápido en pico, que viene seguida de 

una fase de aumento prolongado en meseta. El primer aumento de la [Ca2+]i se debe a 

la liberación del ión desde el retículo sarcoplásmico (RS) (Jaffe y cols., 1987; Buchan 

y Martín, 1991), y la fase de meseta se debe a la entrada mantenida del ión desde el 

medio extracelular (Dolor y cols., 1992). El Ca2+ liberado desde el RS condiciona la 

apertura de distintos canales iónicos. Inicialmente se produce una despolarización 

transitoria de la membrana por salida de Cl-
 (Song y Davis, 1994) que viene seguida de 

una hiperpolarización por la salida de K+. Estas dos corrientes iónicas facilitan a su vez 
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la apertura de canales catiónicos no específicos que permiten la entrada mantenida de 

Ca2+ al medio intracelular (Lansman y cols., 1987; Bregestovski y cols., 1988; 

Mendelowitz y cols., 1992). Puede, por tanto, considerarse que el Ca2+ liberado 

inicialmente desde el RS sería el mensajero intracelular que regularía la entrada de 

este ión desde el exterior. En consecuencia, tanto la elevación citosólica inicial de Ca2+ 

causada por la salida de este ión desde el RS, como su entrada mantenida desde el 

medio extracelular, son esenciales para la síntesis de NO. 

 

b) La activación de la NOSe por fuerzas de cizallamiento (principal estímulo 

fisiológico que controla la síntesis de NO endotelial en los vasos de resistencia) y por 

contracción isométrica de las arterias, se produce en ausencia de variaciones de la 

[Ca2+]i (Ayajiki y cols., 1996; Fleming y cols., 1999). Este proceso está regulado por 

canales de K+ y se previene por inhibición de tirosín kinasa, lo que indica que se 

requiere fosforilación de residuos de tirosina de la NOSe (Ayajiki y cols., 1996). Sin 

embargo, la dependencia de fosforilación de tirosina no se limita a mecanismos 

independientes de Ca2+ puesto que también es necesaria para la activación de la NOSe 

por agonistas dependientes de Ca2+, como el estradiol y el factor de crecimiento del 

endotelio vascular (VEGF) (Papapetropoulos y cols., 1997; Chen y cols., 1999a). 

Además de la regulación por calcio y por la fosforilación de tirosina, múltiples 

proteín kinasas modifican la actividad de la NOSe mediante la fosforilación en la 

serina situada en posición 1177. Entre estas kinasas se incluyen la proteín kinasa 

activada por AMP, PKC, proteín kinasa dependiente de AMPc (PKA) y serín/treonín 

kinasa Akt, también conocida por proteín kinasa B (PKB). Los factores que activan la 

NOSe a través de la fosforilación de la Ser-1177 mediada por PKB son el estradiol 

(Hisamoto y cols., 2001), el VEGF (Fulton y cols., 1999) y el factor de crecimiento 

similar a la insulina-1 (Michell y cols., 1999). Por el contrario, la fosforilación de la 

treonina en posición 497 atenúa la actividad NOSe (Chen y cols., 1999c). Estudios 

recientes demuestran que las señales a través de la PKA conducen a la fosforilación de 

Ser-1177 y la defosforilación de Thr-497, lo que aumenta su actividad enzimática, 
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mientras que la PKC promueve la defosforilación de la Ser-1177 y la fosforilación en 

la Thr-497 reduciéndose la actividad NOSe. 

En definitiva, observamos como la actividad NOSe está regulada por una 

compleja combinación de interacciones proteína-proteína y cascadas de transducción 

de señales que implican movilización de calcio y fosforilación (Figura 3). 

  

NO

NOSe

L

L

Caveolina

Ca2+

(-)

Membrana caveolar

Membrana no caveolar

Ca2+Ca2+

CM
HSP90

Ca2+

+

++

Akt/PKB
TK/MAPK

PK activ-AMP ?
PKA ?

L

PKC ?

+
Gα

Gβγ
GDP

Kinasas
+

+

+

P

+

P

-

P

+/-

GTP

 
 
Figura 3. Mecanismos que regulan la actividad de la NOSe. La estimulación de la NOSe se inicia 
cuando un ligando (L) se une a los receptores de la membrana plasmática, que pueden residir en la 
caveola o ser movilizados a la caveola tras su activación. La activación de los receptores conduce a la 
estimulación de múltiples vías mediadas por proteín kinasas. La fosforilación provoca la estimulación de 
la NOSe (+) o su inactivación (-) dependiendo de las kinasas que estén implicadas y los lugares de 
fosforilación de la NOSe. La defosforilación puede ser también estimuladora o inhibitoria. La activación 
de la NOSe requiere la unión de calcio-calmodulina (CM); el calcio proviene de depósitos intracelulares 
que están próximos a la membrana caveolar, o del flujo de calcio desde el exterior. La unión de la 
HSP90 estimula la NOSe mientras que su unión a la caveolina la inhibe. 
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A diferencia de lo que ocurre con las isoenzimas constitutivas de la NOS, la 

actividad NOSi es independiente de [Ca2+]i. Aunque la NOSi contiene un lugar de 

unión para el Ca2+/calmodulina la afinidad tan elevada de este lugar por su ligando 

hace que la NOSi se active incluso cuando existen valores muy bajos, de [Ca2+]i en 

condiciones de reposo. 

 

Los estudios realizados hasta el momento sugieren que el NO sintetizado en una 

célula determinada no ejerce su respuesta biológica principal en las células de origen, 

sino en células diana cercanas. Por lo tanto, de acuerdo con las propiedades 

fisicoquímicas, el NO sintetizado, en las células endoteliales vasculares, difunde 

rápidamente fuera de éstas hasta el interior de las CMLV subyacentes. Una vez en el 

citoplasma, provoca activación de la guanilato ciclasa soluble (GCs), con el 

consiguiente aumento de los niveles intracelulares de guanosín monofosfato cíclico 

(GMPc) y vasodilatación (Martín y cols., 1988; Moncada y Higgs, 1991).  

El GMPc formado actúa ocasionando una disminución de la [Ca2+]i (Nakashima 

y cols., 1986; Johansson y Hayness, 1992). El GMPc provoca la activación de la 

ATPasa de Ca2+ del RS (Khan y cols., 1998; Cohen y cols., 1999) y de la membrana 

celular (Barnes y Liu, 1995), la activación de la ATPasa Na+/K+ (Tamaoki y cols., 

1997), el cierre de canales de Ca2+ tipo L (Ruiz-Velasco y cols., 1998) y la inhibición 

de la liberación de Ca2+ desde el RS inducida por IP3 (Ji y cols., 1998; Schlossmann y 

cols., 2000). Además de todos estos mecanismos que reducen la [Ca2+]i, el GMPc es 

capaz de unirse a los canales de K+  y producir su activación y puede inhibir la 

fosfodiesteresa del AMPc, prolongando la vida biológica de este compuesto (Lincoln, 

1989). También se ha descrito la disminución de la sensibilidad de las proteínas 

contráctiles por el Ca2+  tras la activación de la vía del GMPc (Karaki y cols., 1997). 

Todos estos efectos del GMPc producen vasodilatación de CMLV. 
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Factor hiperpolarizante derivado de endotelio 

 

En diversos vasos sanguíneos, las relajaciones dependientes de endotelio pueden 

estar acompañadas por una hiperpolarización de las CMLV (Bolton y cols., 1984; 

Feletou y Vanhoutte, 1988; Taylor y cols., 1988; Chen y cols., 1988; Huang y cols., 

1988). Estas hiperpolarizaciones y relajaciones dependientes de endotelio pueden ser 

parcial o totalmente resistentes a inhibidores de COXs y NOSs (Nagao y Vanhoutte, 

1992; Garland y McPherson, 1992) y pueden suceder sin un incremento en las CMLV 

de niveles intracelulares de nucleótidos cíclicos (Taylor y cols., 1988; Cowan y 

Cohen, 1991; Mombouli y cols., 1992). Por lo tanto, la existencia de una vía adicional 

relacionada con la hiperpolarización del músculo liso se atribuyó a un factor endotelial 

no conocido denominado FHDE (McGuire y cols., 2001). 

En general, la hiperpolarización del músculo liso produce vasodilatación por la 

disminución de apertura de canales de Ca2+ voltaje-dependientes y del volumen 

intracelular de fosfatidil inositoles, reduciendo así la [Ca2+]i (Nelson y cols., 1990). El 

FHDE está normalmente inhibido por el NO, de tal forma que cuando la síntesis del 

mismo está alterada por enfermedades cardiovasculares, la producción y/o función del 

FHDE debe estar incrementada (Bauersachs y cols., 1996; Nishikawa y cols., 2000). 

Sin embargo, hay también estudios que no confirman esta teoría en alteraciones 

patológicas como  hipertensión y diabetes. El FHDE juega un papel más importante en 

pequeñas arterias de resistencia de animales (Hwa y cols., 1994; Zygmunt y cols., 

1994; Woodman y cols., 2000) y humanos (Urakami-Harasawa y cols., 1997; Honing 

y cols., 2000) que en arterias de conducción y por lo tanto, modula la presión arterial 

sistémica.  

La naturaleza química de FHDE aún no ha sido definitivamente identificada. 

Entre los posibles candidatos se encuentran los productos no-prostanoides derivados 

del metabolismo del AA, entre los que podemos citar productos de la lipooxigenasa 

(Hu y Kim, 1993; Kurachi y cols., 1989), productos del citocromo P450, 

concretamente el ácido epoxieicosatrienoico (Gebremedhin y cols., 1992; Vanhoutte, 
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1993; Cohen y Vanhoutte, 1995; Campbell y cols., 1996). También se ha propuesto 

como FHDE a un ligando endógeno de los receptores de cannabinoides, la 

anandamida (Randall y Kendall, 1998) y a los iones K+ (Edwards y cols., 1998) y el 

H2O2 (Shimokawa y Matoba, 2004). Recientemente se ha identificado el péptido 

natriurético tipo C como FHDE, su importancia es mayor que la de un factor 

hiperpolarizante puesto que existen evidencias de su efecto inhibitorio sobre el 

reclutamiento de leucocitos, la agregación plaquetaria y la proliferación de CMLV 

(Ahluwalia y Hobbs, 2005). 

 

 

1.2.2.b. Factores contractores derivados del endotelio 

 

Los principales agentes vasoconstrictores producidos por el endotelio son la ET-1 

y los metabolitos derivados del AA como el TXA2 y PGH2.   

 

Endotelina 

 

La ET es un péptido producido por las células endoteliales, con marcados efectos 

sobre el tono vascular. Existen 3 tipos de ET, pero las células endoteliales producen 

sólo ET-1 (Inoue, 1989). Sin embargo, la distribución de los receptores de ET se 

extiende a lo largo del organismo y además de causar vasoconstricción, la ET tiene 

efectos pleiotrópicos en tejidos no vasculares. La ET-1 ejerce acciones 

vasoconstrictoras a través de la estimulación de los receptores ETA de las CMLV y 

acciones vasodilatadoras a través de la estimulación del receptor ETB en las células 

endoteliales. Sin embargo, los receptores ET

B

BB también contribuyen a la 

vasoconstricción en algunos territorios vasculares (Gardiner y cols., 1994, Teerlink y 

cols., 1994). Además de estos efectos, la ET-1 promueve la proliferación de las células 

del endotelio y la de las CMLV y fibroblastos. Esto se traduce en cambios 
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estructurales de la pared vascular (Hirata y cols., 1988; Simonson y cols., 1989; Bobik 

y cols., 1990; Golfman y cols., 1993).  

 

La producción  de ET-1 por las células endoteliales está regulada en el proceso de 

síntesis del péptido, pero no en su liberación, ya que la célula endotelial no tiene 

gránulos de reserva donde la ET-1 sea almacenada y posteriormente liberada. Sin 

embargo, existen indicios de que la ET-1 preformada pueda almacenarse en las células 

endoteliales, aunque probablemente no en gránulos. Los mecanismos de liberación de 

esta ET-1 almacenada no se conocen bien.  

La expresión del gen de ET-1 se estimula por factores como adrenalina, Ang II, 

vasopresina, insulina, trombina, glucosa, citocinas, factores de crecimiento y estímulos 

físicos. Existe una implicación de la PKC Ca2+-dependiente en dicha estimulación, 

inhibiéndose la expresión de la ET-1 en presencia de inhibidores de la PKC y 

quelantes de calcio (Emori y cols., 1991). Otros factores que también disminuyen la 

expresión del gen de la ET-1 son el NO (Boulanger y Luscher, 1990; Warner y cols., 

1992), los péptidos natriuréticos (Kohno y cols., 1992; Emori y cols., 1993), que 

elevan el GMPc y disminuyen la actividad de la PKC, y la heparina (Imai y cols., 

1993; Yokokawa y cols., 1993). Por otra parte, el factor fisiológico que juega un papel 

más importante para la regulación de la producción y liberación de ET-1 es el cambio 

de flujo sanguíneo. El aumento de flujo sanguíneo promueve vasodilatación activando 

receptores de células endoteliales con liberación de NO y disminución en la 

producción y liberación de ET-1 (Miller y Burnett, 1992; Kuchan y Frangos, 1993). 
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Tromboxano A2 y prostaglandina H2 

 

Otros factores vasoconstrictores derivados del endotelio son algunos metabolitos 

del AA como el TXA2 o un endoperóxido cíclico inestable, la PGH2, con el que 

comparte receptor. La COX cataliza la formación de endoperóxidos cíclicos tales 

como prostaglandina G2 (PGG2) y PGH2 por oxigenación y ciclación del AA. La 

conversión de esta última, en otros compuestos puede variar en los diferentes tejidos. 

En el endotelio vascular a partir de la PGH2 se forma sobre todo PGI2, que tiene 

actividad vasodilatadora además de antiagregante. En los sujetos hipertensos estos 

pasos metabólicos pueden estar alterados existiendo un incremento en la producción 

de PGH2 que tiene actividad vasoconstrictora y que puede así mismo convertirse en 

otro compuesto vasoconstrictor, el TXA2. Ambos, el TXA2 y la PGH2 ejercen su 

efecto al interaccionar con el receptor TP situado en las CMLV. 

  

La producción de metabolitos derivados de la COX se ha estudiado en numerosos 

modelos experimentales. En arterias de ratas espontáneamente hipertensas (SHR) y en 

animales diabéticos, se ha demostrado que la estimulación de receptores muscarínicos 

de la membrana endotelial con ACh, provoca un incremento de la [Ca2+]i que tiene 

dos consecuencias. Primero, la actividad NOSe se incrementa y el NO formado 

difunde a las CMLV subyacentes, tal como hemos explicado en el apartado anterior. 

Segundo, el aumento de la [Ca2+]i también estimula la producción de O2
- de fuentes no 

identificadas. Dependiendo de la cantidad de NO, que reaccione con O2
- (Rubaniyi y 

Vanhoutte, 1986) una mayor o menor cantidad de O2
- puede difundir fuera de la célula 

endotelial. El O2
- intracelular, aunque también el extracelular, estimulan a la COX-1 

para transformar el AA en endoperóxidos que difunden hacia las CMLV provocando 

contracción (Vanhoutte y cols., 2005) (Figura 4). 
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Figura 4. Representación esquemática de los sucesos ocurridos tras la estimulación con acetilcolina de 
la aorta procedente de SHR. AA=ácido araquidónico; GMPc=GMP cíclico; COX1=ciclooxigenasa 1; 
M=receptor muscarínico; NO=óxido nítrico; NOSe=óxido nítrico sintasa endotelial; O2

-=aniones 
superóxido; PGs=endoperóxidos; GC sol=guanilato ciclasa soluble; RS=retículo sarcoplásmico; 
TP=receptores TP; + =activación; ?=lugar de formación desconocido. 
 
 

1.2.3. Hemostasis y coagulación 

 

El endotelio participa en el mecanismo de la coagulación mediante la liberación 

de factores como el factor tisular, que inicia la cascada de coagulación y actúa como 

un receptor celular para la activación del factor VII; el factor VIII, que es un cofactor 

que se une al factor IX activado y la trombomodulina, a la que se une la trombina para 

poder activar a la proteína C que actúa como anticoagulante. 

En condiciones normales, el endotelio manifiesta una importante actividad 

anticoagulante, antiagregante y fibrinolítica que permite el mantenimiento de la 
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fluidez sanguínea y evita sucesos trombóticos. Así, la liberación endotelial de NO y 

PGI2 inhibe la adhesión y la agregación plaquetaria a través del aumento respectivo de 

la concentración intraplaquetaria de GMPc y AMPc. Además, las células endoteliales 

producen ectonucleotidasas, que son enzimas que defosforilan ADP (agente 

proagregante) a AMP y luego adenosina, inhibiendo la agregación plaquetaria 

(Marcus y cols., 1997). Asimismo el endotelio participa en la fibrinolisis al sintetizar 

el activador del plasminógeno tisular (tPA), que cataliza el paso de plasminógeno a 

plasmina. 

Sin embargo, el endotelio también posee actividad proagregante, protrombótica y 

antifibrinolítica mediada por el factor de von Willebrandt, el TXA2, la fibronectina, el 

factor V y el inhibidor del tPA (Galley y Webster, 2004, Landmesser y cols., 2004). 

 

 

1.2.4. Angiogénesis 

 

 La angiogénesis es el proceso por el cual se desarrollan nuevos vasos 

sanguíneos a partir de un lecho vascular preexistente. Comienza por la activación de 

las células endoteliales bajo la acción de una serie de citocinas y de otros mediadores 

fisiológicos. Entre los factores de crecimiento promotores destaca el VEGF. Otros 

mediadores solubles de la angiogénesis son el PDGF y el NO. Como respuesta a la 

señal angiogénica, las células endoteliales comienzan a proliferar. Tras esto, se 

produce la síntesis y liberación de una serie de enzimas degradativas. La acción 

degradadora producida por estas enzimas está implicada en, al menos, 3 pasos del 

proceso angiogénico, la degradación de la membrana basal, migración y formación del 

lumen vascular (Ziche y Morbidelli, 2000; Conway y cols., 2001). 
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1.3. DISFUNCIÓN ENDOTELIAL  

 

1.3.1. Concepto 

 

El endotelio juega un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis 

circulatoria. Ello es debido a que este tejido responde a señales químicas y 

hormonales, así como a los cambios hemodinámicos producidos por las 

modificaciones del flujo sanguíneo, con la liberación de mediadores que modulan la 

respuesta de los miocitos lisos vasculares, las plaquetas y los leucocitos. Su 

funcionamiento, sin embargo, puede alterarse en situaciones patológicas. 

La disfunción endotelial podría definirse como un desequilibrio entre la síntesis, 

la liberación o el efecto de los factores endoteliales capaces de relajar el músculo liso 

vascular y las sustancias vasoconstrictoras que pueden sintetizarse en las células de 

este tejido. Este desequilibrio se manifiesta con una reducción en la respuesta 

vasodilatadora dependiente de endotelio, o con una mayor respuesta vasoconstrictora. 

Hay, no obstante, que tener en cuenta que cuando existe un deterioro endotelial 

pueden además afectarse otras funciones de este tejido, y puede facilitarse la 

interacción de las plaquetas y los leucocitos con la pared vascular, así como el 

crecimiento y la migración de las CMLV (Endemann y Schiffrin, 2004). Por tanto, la 

comprensión mayor del término disfunción del endotelio, incluiría no sólo la 

vasodilatación reducida sino también un estado proinflamatorio y protrombótico 

asociado a la misma. 

Hoy se conoce que la disfunción endotelial desempeña un importante papel en la 

patogénesis de la aterosclerosis y que es un marcador temprano de daño vascular 

anterior a que los cambios estructurales de la pared de los vasos se hagan patentes 

mediante angiografía o por ultrasonido (Davignon y Ganz, 2004).  
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1.3.2.  Enfermedad cardiovascular y disfunción endotelial 

 

La disfunción endotelial se describió por primera vez en la hipertensión humana 

en la vasculatura del antebrazo en 1990 (Panza y cols., 1990). La pérdida de 

vasodilatación dependiente de endotelio en la hipertensión se ha confirmado en 

numerosos estudios realizados en diferentes lechos vasculares, incluyendo los 

pequeños vasos de resistencia (Park y cols., 2001; Schiffrin y cols., 2000). En 

pacientes con hipertensión esencial en un estado I, se ha demostrado que ~60% 

exhiben pérdida de vasodilatación en arterias pequeñas cuando se estudia este hecho in 

vitro en vasos diseccionados de biopsias subcutáneas gluteales (Park y cols., 2001). Si 

bien, es bien conocido que la disfunción endotelial se produce con independencia a si 

la etiología es primaria o secundaria a factores etiológicos renales o endocrinos 

(Rizzoni y cols., 1998). 

La hipertensión tiene una influencia directa en la función vascular independiente 

de otros factores de riesgo cardiovasculares. Ward y cols. (2004) estudiaron la presión 

arterial ambulatoria durante 24 horas y la función del músculo liso y del endotelio de 

arterias braquiales en pacientes hipertensos y normotensos. La presión arterial estaba 

inversamente relacionada con la respuesta vasodilatadora mediada por flujo.  

La disfunción endotelial no parece que se dé en pacientes hipertensos de “bata 

blanca” de mediana edad sin otros factores de riesgo cardiovascular (Pierdomenico y 

cols., 2002). La hipertrofia ventricular izquierda asociada a la hipertensión, tiene un 

efecto negativo adicional sobre la función endotelial (Ercan y cols., 2003). En un 

subestudio del LIFE (Olsen y cols., 2004), pacientes hipertensos con hipertrofia 

ventricular izquierda diagnosticada electrocardiográficamente, sin enfermedad arterial 

coronaria, tenían alterada la función vasodilatadora en la circulación coronaria y no 

coronaria. 

Recientemente, Nishizaka y cols. (2004) demostraron que la aldosterona puede 

causar disfunción endotelial en pacientes con hipertensión resistente 
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independientemente de presión arterial alta. De hecho, la espironolactona aumentó la 

vasodilatación mediada por flujo a pesar de no reducir la presión arterial. 

 

El deterioro de la vasodilatación se ha descrito también en otras enfermedades 

cardiovasculares: en la diabetes tipo I (Beckman y cols., 2003) y tipo II (Rizzoni y 

cols., 2001; Schofield y cols., 2002; Endemann y cols., 2004), la enfermedad arterial 

coronaria (Monnink y cols., 2002), la insuficiencia cardiaca congestiva (Landmesser y 

cols., 2002) y la insuficiencia renal crónica (Bolton y cols., 2001; Thambyrajah y 

cols., 2000; Yildiz y cols., 2003). Además, esta manifestación de disfunción endotelial 

no sólo es consecuencia de la enfermedad cardiovascular sino que también podría 

preceder a su desarrollo, como muestra un estudio en descendientes de pacientes 

hipertensos (Taddei y cols., 1996); los sujetos estudiados presentaron disfunción 

endotelial a pesar de ser normotensos. También, en pacientes con diabetes tipo II, 

normotensos y normoglucémicos, se relaciónó la disfunción endotelial con la 

resistencia a la insulina (Balletshofer y cols., 2000).  

Finalmente, se ha demostrado la existencia de disfunción endotelial en el 

síndrome metabólico y en la dislipidemia (Engler y cols., 2003) y podría asociarse a la 

obesidad (Raitakari y cols., 2004), hiperhomocisteinemia (Virdis y cols., 2001), vida 

sedentaria (Green y cols., 2003) y hábito tabáquico (Oida y cols., 2003), en ausencia 

de enfermedad cardiovascular patente.   

 

 
1.3.3. Fisiopatología de la disfunción endotelial 

 

La fisiopatología de la disfunción endotelial es compleja. El endotelio es el 

principal regulador de la homeostasis y ejerce un gran número de efectos 

vasoprotectores como la vasodilatación, inhibición de la respuesta inflamatoria y de la 

agregación plaquetaria y supresión de la proliferación de CMLV. La disfunción del 

endotelio, por tanto, causa reducción o abolición de estos efectos vasoprotectores. Los 
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factores que conducen a la menor vasodilatación son, principalmente, una reducción 

en la producción de NO, un incremento del estrés oxidativo, una disminución de la 

disponibilidad de NO y una reducción del FHDE. La respuesta inflamatoria se inicia 

por una regulación al alza de moléculas de adhesión, generación de quimiocinas y 

producción del inhibidor del tPA, lo que también conduce a un estado protrombótico. 

Los niveles de dimetilarginina asimétrica (ADMA), péptidos vasoconstrictores como 

la Ang II y ET-1 y la hiperhomocisteinemia, hipercolesterolemia e hiperglucemia 

también contribuyen a la disfunción endotelial. Como la dimensión de los mecanismos 

de disfunción endotelial es compleja, analizaremos algunos de estos factores comunes 

en la mayoría de las condiciones patológicas. 

 

Óxido nítrico 

 
El tono vascular se mantiene por la liberación endotelial de sustancias 

vasodilatadoras y vasoconstrictoras (Davignon y Ganz, 2004), siendo el NO la 

principal sustancia vasodilatadora. Además de actuar como vasodilatador, inhibe el 

crecimiento y la inflamación y tiene efectos antiagregantes sobre las plaquetas.  

Como ya mencionamos, la característica esencial de la disfunción endotelial es la 

pérdida de vasodilatación dependiente de endotelio que se ha relacionado con la 

reducción de NO. Ésta puede deberse a una reducida expresión y/o actividad de la 

NOSe (consecuencia de inhibidores endógenos o exógenos o reducción de la 

disponibilidad de su sustrato, L-arginina) y a una disminuida biodisponibilidad de NO.  

La expresión de la NOSe se ha estudiado en modelos animales de hipertensión. 

Sin embargo, los datos publicados sobre la regulación de la expresión de la NOSe 

vascular en SHR son dispares; se ha descrito tanto una disminución (Chou y cols., 

1998) como un incremento de la expresión de la proteína NOSe (Vaziri y cols., 1998; 

Piech y cols., 2003) con respecto a sus controles normotensos Wistar Kyoto (WKY).  

Las especies reactivas de oxígeno (ERO) destruyen el NO formando 

peroxinitritos (ONOO-) (Koppenol y cols., 1992), oxidantes citotóxicos que a través 
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de la nitración de proteínas afectarán a su función y por tanto a la función endotelial. 

Los ONOO- son importantes mediadores de oxidación de LDL, acentuando su papel 

aterogénico (Griendling y FitzGerald, 2003). Además, conducen a la degradación del 

cofactor de la NOSe, BH4, (Milstien y Katusic, 1999) lo que lleva a un 

“desacoplamiento” de la NOSe, como se tratará posteriormente. Mediante el uso de un 

catalizador de descomposición de ONOO- FP15, se pudo prevenir la disfunción 

endotelial y cardiaca en ratones diabéticos (Szabo y cols., 2002). El exceso de 

oxidantes también produce una reducción de la BH4 con un incremento consiguiente 

de BH2. Cuando esto ocurre, la formación del dímero activo de la NOSe con actividad 

oxigenasa y formación de NO está limitada (desacoplamiento de la NOSe). La función 

reductasa de la NOSe se activa y se foma más ERO, con el consecuente aumento del 

estrés oxidativo y el deterioro de la función endotelial y vascular (Landmesser y cols., 

2003). El estrés oxidativo está unido al estado proinflamatorio de la pared de los vasos 

ya que las ERO regulan al alza las moléculas de adhesión (moléculas de adhesión a las 

células vasculares [VCAM-1], moléculas de adhesión intercelular [ICAM-1]) y 

quimiotácticas (péptido-1 quimioatractante de macrófagos [MCP-1]) (Griendling y 

FitzGerald, 2003). La inflamación disminuye la biodisponibilidad del NO, de hecho, 

se ha demostrado que la proteína C reactiva reduce la actividad de la NOSe 

(Venugopal y cols., 2002; Verma y cols., 2002).  

Los nuevos avances en la regulación de la función endotelial se centran en el 

estudio de las caveolas y caveolinas y su implicación en la regulación de la NOSe. Se 

ha sugerido que la causa de la disfunción endotelial e hipertensión inducida por la 

ciclosporina-A puede ser una disminución del contenido de colesterol en la caveola 

puesto que el tratamiento de células endoteliales aórticas bovinas con colesterol 

bloquea el efecto de la ciclosporina y restablece la funcionalidad de la NOSe (Lungu y 

cols., 2004). Sindhu y cols. (2004) encontraron que el fallo renal crónico inducía un 

aumento en la caveolina-1 en el tejido aórtico renal y hepático acompañado de 

disfunción endotelial hipertensiva. Por tanto, la insuficiencia renal crónica contribuye 

a la hipertensión y a cambios en la biodisponibilidad de NO. 
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Dimetilarginina asimétrica 

 
La ADMA es un inhibidor endógeno competitivo de la NOSe que se ha vinculado 

a la disfunción endotelial. Se ha demostrado que está incrementada en pacientes con 

hipertensión (Kielstein y cols., 2003) y que existe una fuerte correlación entre los 

niveles sanguíneos de ADMA y el empeoramiento de la vasodilatación dependiente de 

endotelio, y la morbilidad y mortalidad cardiovascular (Fliser y cols., 2003). 

Se estableció una conexión entre la inhibición de la NOSe y los niveles en plasma 

de ADMA en células endoteliales humanas que se estimularon con plasma procedente 

de pacientes con enfermedad renal crónica (Xiao y cols., 2001). Los niveles de 

ADMA están inversamente relacionados con la vasodilatación dependiente de 

endotelio (Boger y cols., 1998) en sujetos con hipercolesterolemia. De hecho, la 

infusión de L-arginina, sustrato de la NOSe y competidor de ADMA, normalizó su 

función endotelial (Achan y cols., 2003). 

Recientemente, Takiuchi y cols. (2004) realizaron un estudio en pacientes con 

hipertensión esencial sin enfermedad arterial coronaria o diabetes mellitus y 

demostraron que el aumento de los niveles plasmáticos de ADMA jugaba un papel 

principal en la disfunción endotelial, independientemente de la resistencia a la insulina 

o de la hipertrofia ventricular izquierda. Kielstein y cols. (2004) evaluaron los efectos 

cardiovasculares sistémicos de la infusión de ADMA en sujetos sanos observando que 

producía una disminución del gasto cardiaco y del flujo plasmático renal efectivo, y un 

incremento de la resistencia renovascular, retención de sodio y aumento de la presión 

arterial de forma dosis-dependiente. 

La ADMA se elimina por excreción a través de los riñones o se metaboliza a 

citrulina por la enzima dimetilaminohidrolasa (DDAH). La sobreexpresión de DDAH 

en ratones transgénicos disminuye el ADMA, incrementa la actividad de la NOSe, y 

reduce la presión arterial (Dayoub y cols., 2003), subrayando la importancia 

fisiopatológica de la ADMA. También se ha demostrado que la proteína arginina 

metiltransferasa, que produce argininas metiladas, principalmente la metiltransferasa-

 26



Introducción  
 
 

1, está regulada al alza por las fuerzas de cizallamiento, y esta sobre-regulación se 

asoció con la generación elevada de ADMA (Osanai y cols., 2003).  

La hipercolesterolemia es un factor de riesgo para la aterosclerosis que está 

asociada a la disfunción endotelial (Kawano y cols., 2002). Actualmente, existen 

evidencias que asocian la hipercolesterolemia con los niveles de ADMA elevados 

(Boger y cols., 1998). También están aumentados en pacientes hipertensos de edad 

avanzada (Kielstein y cols., 2003) y se correlacionan con la edad y la presión arterial 

(Miyazaki y cols., 1999). Se ha asociado los niveles de ADMA al incremento de 

factores de riesgo cardiovascular en el fallo renal, tales como un aumento de proteína 

C reactiva, el grosor intima-media de la carótida, la hipertrofia ventricular izquierda y 

la disfunción ventricular izquerda (Miyazaki y cols., 1999, Zoccali y cols., 2002a,b). 

Además, es un predictor de sucesos coronarios agudos (Valkonen y cols., 2001), 

mortalidad total de pacientes con fallo renal crónico (Zoccali y cols., 2001) y 

mortalidad de pacientes enfermos críticos (Nijveldt y cols., 2003). 

 

Metabolitos del ácido araquidónico 

 

El aumento de sustancias vasoconstrictoras derivadas de la COX se ha 

relacionado con la disfunción endotelial. La estimulación con ACh es capaz de 

ocasionar contracciones dependientes de endotelio en la aorta y las arterias de 

resistencia de SHR (Luscher y Vanhoutte, 1986; Luscher y cols, 1990) contrarrestando 

los efectos de los factores relajantes derivados de endotelio. Estas contracciones 

pueden prevenirse con inhibidores selectivos de la COX-1 (Ge y cols., 1995; Yang y 

cols., 2002), restaurándose así la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio 

(Luscher y Vanhoutte, 1986). En las SHR, además, la administración de indometacina, 

inhibidor de la COX, reduce los niveles de presión arterial una vez establecida la 

hipertensión (Luscher y cols, 1990). Existe paralelismo entre los estudios en animales 

hipertensos y los realizados en humanos por Taddei y cols. (1998), que confirman el 

importante papel que juegan los vasoconstrictores derivados de la COX en la 
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hipertensión esencial. En este sentido, recientemente se ha demostrado que el 

tratamiento crónico con aspirina reduce la presión arterial en pacientes hipertensos 

(Hermida y cols., 2003). 

La expresión de la COX-1 es mayor en aortas de SHR adultas que en WKY (Ge y 

cols., 1995). Esta enzima, presuntamente unida a la membrana de las células 

endoteliales, transforma el AA en endoperóxidos, que difunde a las CMLV para 

activar al receptor TP (Yang y cols., 2003). Ge y cols. (1995, 1999) describieron que 

para las contracciones dependientes de endotelio se requiere tanto un aumento de la 

actividad de la COX-1 como una hiperactividad de dicho receptor. El dazoxiben, un 

inhibidor de la tromboxano sintetasa, no afecta a la contracción dependiente de 

endotelio a ACh, descartándose la intervención del TXA2, agonista del receptor TP. Es 

la PGH2 la mediadora de la contracción dependiente de endotelio. De hecho, se 

comprobó que la ACh provoca un aumento en la liberación de PGH2 en SHR pero no 

en WKY (Ge y cols., 1995). 

Además, la reducida disponibilidad del NO, característica de la disfunción 

endotelial, aumenta la amplitud de las contracciones dependientes de endotelio, al 

igual que el aumento de la producción de O2
-, que estimula la COX-1 (Yang y cols. 

2002; Yang y cols., 2003). Todos estos datos indican que en las SHR la hipertensión 

está asociada al aumento en la producción y del efecto de estos endoperóxidos.  

 

Estrés oxidativo 

 

Las células endoteliales vasculares sanas  metabolizan el oxigeno y generan ERO 

potencialmente nocivas. Normalmente, la media de formación de oxidantes está 

equilibrada con la media de eliminación (Touyz, 2004; Ogita y Liao, 2004). En la 

disfunción endotelial, existe un desequilibrio entre prooxidantes y antioxidantes 

originándose el estrés oxidativo, que es el resultado patogénico de la sobreproducción 

de oxidantes que excede la capacidad antioxidante celular. Muchas condiciones 

patológicas incrementan las ERO en la pared de los vasos, incluyendo la 
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hipercolesterolemia, la diabetes y la hipertensión, patologías asociadas a la disfunción 

endotelial.  

Las ERO incluyen, O2
-, radical hidroxilo y radicales lipídicos, que poseen 

electrones desapareados por lo que se clasifican como radicales libres. Sin embargo, 

H2O2, ONOO-  y ácido hipocloroso, no son radicales libres pero tienen propiedades 

oxidantes  y contribuyen al estrés oxidativo.  

Las ERO se han asociado a modelos de hipertensión experimental. Estos modelos 

están frecuentemente inducidos por la estimulación del sistema renina-angiotensina: 

infusión crónica de Ang II, sobreexpresión de genes de renina y angiotensinógeno o 

coartación de la arteria renal. La Ang II está también involucrada en el desarrollo de la 

hipertensión en SHR. En estos modelos, las ERO y los marcadores de la oxidación, 

(nitración de residuos de tirosina de proteínas, 8-isoprostaglandina F2α, 

malonildialdehido y sustancias reactivas del ácido tiobarbitúrico) están incrementados 

en vasos, corazón y riñones (Guo y cols., 2003; Chabrashvili y cols., 2003; Lassegue y 

Clempus, 2003).  

Los modelos de hipertensión con bajos niveles de renina y angiotensina se 

obtienen, por ejemplo, mediante la infusión de ET-1 o por nefrectomía unilateral y 

administración de deoxicorticosterona y dieta rica en sal (DOCA-sal). En estos 

modelos, también se eleva la producción de O2
- vascular y los marcadores de estrés 

oxidativo (Li y cols., 2003a,b,c; Sedeek y cols., 2003, Zheng y cols., 2003). Por tanto, 

en muchos modelos experimentales, la hipertensión está asociada con una elevada 

producción de ERO. 

La abundancia de ERO puede deberse a un aumento de su producción o a una 

menor degradación. Las fuentes más importantes de ERO en el endotelio son la 

NAD(P)H oxidasa, xantina oxidasa y NOSe desacoplada.  

Numerosos estudios han identificado una oxidasa asociada a la membrana como 

la principal fuente de ERO en los vasos humanos, situada en el endotelio, capa media 

y adventicia (Griendling y cols., 2000). Esta oxidasa dependiente de NADPH está 

formada por múltiples subunidades. En el sistema cardiovascular, las principales 
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subunidades catalíticas son nox1, gp91phox (nox2) y nox4 y sus subunidades 

reguladoras p22phox, p40phox, p47phox, p67phox y rac (Lassegue y Clempus, 2003; 

Touyz y cols., 2002). Las subunidades nox y p22phox están localizadas en la 

membrana mientras que el resto de componentes se encuentran en el citosol. Cuando 

se estimula, especialmente por Ang II, las subunidades phox citosólicas se fosforilan y 

todo el complejo citosólico migra a la membrana. 

La NAD(P)H oxidasa ejerce un papel clave en la hipertensión. Las subunidades 

phox están reguladas al alza en las células endoteliales y en las CMLV de pequeños 

vasos expuestos a Ang II (Touyz y cols., 2002; Gragasin y cols., 2003; Touyz y cols., 

2003). Li y Shah (2003) estudiaron el papel de la subunidad p47phox en la regulación 

de la NAD(P)H oxidasa y observaron que la producción de ERO se reduce por la 

transfección de moléculas antisentido de p47phox, se suprime por la delección del gen 

p47phox y se recupera mediante su expresión. De forma similar, en las CMLV 

expuestas a presión, la nox1 está regulada al alza y el incremento de ERO originado se 

reduce al impedir el ensamblaje del p47phox (Grote y cols., 2003). También in vitro, 

se demostró que la producción de O2
- de vasos expuestos a ET-1 o aislados de 

animales DOCA-sal o SHR, se reduce por la apocinina, inhibidor del ensamblaje de la 

oxidasa (Li y cols., 2003a,b; Zheng y cols., 2003). In vivo, el gp91phox está regulado 

al alza en el riñón e higado después de la nefrectomía (Vazire y cols., 2003). También 

se ha podido comprobar como la infusión de Ang II y la sobreexpresión de renina 

regulan al alza la subunidad nox1 en vasos y corteza renal  (Chabrashvili y cols., 

2003; Lassegue y Clempus, 2003).  

Otra fuente importante de ERO es la xantina oxidasa. Existen estudios que 

indican que los inhibidores de la xantina oxidasa, oxipurinol o alopurinol, mejoran la 

disfunción endotelial (Cardillo y cols., 1997; Mervaala y cols., 2001; Butler y cols., 

2000). 

Nuestro organismo posee mecanismos de defensa antioxidantes, cuya alteración 

también contribuye al estrés oxidativo (Redon y cols., 2003). La superóxido dismutasa 

(SOD) convierte el O2
- en H2O2 que es más tarde degradado a agua por la catalasa o 
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glutation peroxidasa (GPx). La infusión de Ang II disminuye la expresión de SOD 

extracelular en riñón (Chabrashvili y cols., 2003). Se ha podido comprobar como la 

actividad de CuZn-SOD y MnSOD es más baja en vasos y riñón de animales 

sometidos a nefrectomía parcial (Vaziri y cols., 2003), Dahl sensibles a sal, estenosis 

arterial renal y DOCA-sal (Awe y cols., 2003). Además, la actividad MnSOD 

disminuye en el riñón por la infusión de Ang II debido a la nitración de tirosina (Guo 

y cols., 2003). De forma semejante, la catalasa y GPx disminuyen tras la estenosis 

renal. La catalasa aórtica también está regulada a la baja en ratones genéticamente 

hipertensos (Uddin y cols., 2003). Por tanto, en estos modelos animales, la menor 

actividad de las enzimas antioxidantes endógenas contribuye a la elevación de ERO. 

El NO generado por el endotelio reacciona con el O2
- a una velocidad superior a 

la SOD. Por tanto, un incremento de la producción de aniones O2
- podría ser la causa 

de una reducida biodisponibilidad de NO y una menor relajación dependiente de 

endotelio.  

Las ERO no sólo participan en la disfunción endotelial hipertensiva sino que 

colaboran en el desarrollo y mantenimiento de la hipertensión. Así el O2
- puede 

inducir vasoconstricción (Gonzalez-Pacheco y cols., 2002; Grover y cols., 2003), 

hipertrofia vascular (Wedgwood y Black, 2003; Lassegue y Clempus, 2003) y 

miocárdica (Delbosc y cols., 2002; de Andrade y cols., 2002), disminución de la 

función renal (Welch y Wilcox, 2001; Seedek, y cols., 2003) y puede incrementar la 

actividad simpática del SNC (Zanzinger, 2002). Por el contrario, el H2O2 ejerce 

efectos protectores al incrementar la actividad NOS o al actuar como FHDE (Figura 

5). 
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↑ simpático                                                ↓ simpático
↑ actividad eferente                 actividad eferente

 
Figura 5. Principales vías que conducen a la hipertensión mediante la formación de especies reactivas 
de oxigeno (ERO). Agentes como la sal, vasopresina, endotelina-1 (ET-1), renina, angiotensina II (Ang 
II) o aldosterona, directa o inderectamente, aumentan el nivel de ERO, como el anión superóxido (O2

-), 
el peróxido de hidrógeno (H2O2) y los peroxinitritos (ONOO-) en tejidos diana. Estos agentes 
incrementan la producción de O2

- a través de la NAD(P)H oxidasa, la óxido nítrico sintasa (NOS) 
desacoplada, la xantino oxidasa y la mitocondria. La NOS puede desacoplarse por la disminución de la 
biodisponibilidad de su sustrato, la L-arginina (Arg), o su cofactor, la tetrahidrobiopterina (BH4). En 
presencia del sustrato y del cofactor, la NOS genera óxido nítrico (NO), un potente antihipertensivo, a 
menudo medido a través de sus metabolitos, los nitratos y nitritos (NOx). La abundancia relativa de O2

- y 
NO, denominado “balance O2

-/NO”, determina la proporción de NO que se degradada por el O2
- para 

formar los nocivos ONOO-. Estas ERO nitran proteínas en restos de tirosina, son responsables del 
desacoplamiento de la NOS e inhiben la superóxido dismutasa (SOD). La SOD convierte el O2

- en H2O2 
que es degradada a agua por la catalasa o la glutation peroxidasa (GPx). El H2O2 puede incrementar la 
actividad NOS directamente o mediante el incremento de la síntesis de BH4 y actúa como factor relajante 
derivado del endotelio. El O2

- y sus metabolitos inducen vasoconstricción, hipertrofia vascular y 
cardiaca, disminución de la función renal e incremento de la actividad simpática del sistema nervioso 
central. Todos estos efectos, antagonizados por el NO, conducen a hipertensión. 
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Hiperhomocisteinemia 

 
Un factor de riesgo no tradicional que conduce a disfunción endotelial es la 

elevación de los niveles de homocisteína. Este hecho ha sido evidenciado en modelos 

animales de hiperhomocisteinemia (Virdis y cols., 2003). Pacientes normotensos con 

hiperhomocisteinemia muestran disfunción endotelial (Virdis y cols., 2001). La 

suplementación con ácido fólico redujo los niveles de homocisteína y mejoró la 

disfunción endotelial en niños con insuficiencia renal crónica (Bennet-Richards y 

cols., 2002). Estudios celulares (Zhang y col., 2000), animales (Virdis y cols., 2003) y 

humanos (Virdis y cols., 2001) sugieren que la homocisteína reduce la 

biodisponibilidad del NO por estrés oxidativo. También existen actualmente 

evidencias de la acumulación de ADMA que causa la homocisteína por la inhibición 

de DDAH (Boger y cols., 2001; Stuhlinger y cols., 2001; Stuhlinger y cols., 2003). Sin 

embargo, no todos los estudios apoyan esta afirmación (Wanby y cols., 2003). Estos 

mecanismos podrían explicar el incremento de riesgo cardiovascular en pacientes con 

hiperhomocisteinemia. 

 

 

1.3.4. Valor pronóstico de la disfunción endotelial 

  

Puesto que la disfunción endotelial es un suceso temprano, anterior a cambios 

estructurales en la pared de los vasos (Davignon y Ganz, 2004), puede ser de valor 

pronóstico, prediciendo sucesos cardiovasculares (Perticone y cols., 2001; Quyyumi, 

2003). 

La disfunción endotelial en arterias coronarias se ha asociado a sucesos 

cardiovasculares en pacientes con y sin enfermedad coronaria manifiesta (Schachinger 

y cols., 2000; Suwaidi y cols., 2000; Halcox y cols., 2002). La disfunción endotelial 

de la vasculatura periférica también tiene valor pronóstico. La realización de test de 

disfunción endotelial no invasivos predijeron sucesos cardiovasculares en pacientes 
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con enfermedad arterial periférica (Gokce y cols., 2003), hipertensión (Perticone y 

cols., 2001) y en pacientes que no sufrían daño vascular (Gokce y cols., 2002). A 

continuación se comentan algunos de los últimos estudios que otorgan importancia al 

valor pronóstico de la disfunción endotelial. 

Perticone y cols. (2001) demostraron en pacientes hipertensos que la disfunción 

endotelial, ensayada por el test de ACh, es un marcador de futuros sucesos 

cardiovasculares para esta población. El mismo grupo ha investigado recientemente la 

relación entre la disfunción endotelial del antebrazo y la función renal en 500 

pacientes con hipertensión esencial no tratada y no complicada y niveles de creatinina 

dentro del rango normal, demostrando que la respuesta vasodilatadora alterada estaba 

asociada a la pérdida de la función renal en pacientes con hipertensión esencial 

(Perticone y cols., 2004). 

Bugiardini y cols. (2004) han demostrado recientemente que el dolor torácico en 

mujeres con arterias coronarias angiográficamente normales no es totalmente benigno. 

Mujeres con angina de-novo, evidencia de defecto de perfusión cardiaca reversible, y 

angiografía coronaria normal y disfunción endotelial de base, tenían elevado riesgo 

cardiovascular y mayor incidencia de enfermedad arterial coronaria. 

La disfunción endotelial también se ha considerado un factor pronóstico para el 

riesgo de desarrollo de hipertensión en mujeres postmenopáusicas. En un estudio 

realizado en mujeres sanas postmenopáusicas y normotensas, Rossi y cols. (2004) 

demostraron que mujeres con disfunción endotelial tenían una mayor probabilidad de 

desarrollar hipertensión.  

 

 

1.3.5. Tratamiento de la disfunción endotelial 

 

Como ya se ha comentado, la disfunción endotelial está presente en muchas 

formas de enfermedad cardiovascular. El tratamiento de la enfermedad principal 
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puede restablecer la función endotelial, aunque sólo en algunas condiciones. En 

pacientes con insuficiencia renal crónica, el transplante renal restablece la función 

renal y puede mejorar la disfunción endotelial (Passauer y cols., 2003). 

 En la hipertensión, la reducción de la presión arterial per se, no parece restaurar 

la función endotelial puesto que la terapia antihipertensiva mejora la disfunción 

endotelial pero no en todos los casos. Así, los α- y β-bloqueantes adrenérgicos no 

tienen efecto directo sobre la disfunción endotelial (Nadar y cols., 2004), aunque el 

tratamiento con carvedilol, fármaco perteneciente a la tercera generación de β-

bloqueantes, inhibe el estrés oxidativo (Yasunari y cols., 2004). Los inhibidores de la 

enzima convertidora de la angiotensina, los antagonistas del receptor de Ang II  y los 

bloqueantes de canales de calcio, mejoran la disfunción endotelial en pacientes 

hipertensos (Nadar y cols., 2004; Schiffrin, 2004). Schiffrin y cols. (2002a) mostraron 

que en pacientes con hipertensión esencial, el cambio del β-bloqueante atenolol por el 

antagonista del receptor de Ang II irbersartán corregía la función endotelial. También 

demostraron que el tratamiento con el antagonista de canales de calcio amlodipino, 

mejoraba la función endotelial en pacientes hipertensos mientras que el β-bloqueante 

atenolol, que ejercía el mismo control sobre la presión arterial, no (Schiffrin y cols., 

2002b). Los antagonistas del receptor de Ang II y los inhibidores de la enzima 

convertidora de la angiotensina son específicamente beneficiosos. Los mecanismos 

por los que el bloqueo del sistema renina-angiotensina pueden mejorar la disfunción 

endotelial incluyen la reducción del estrés oxidativo y la inflamación (Schiffrin y 

Touyz, 2003). 

En estados de resistencia a la insulina y en la diabetes, los mecanismos de 

disfunción endotelial son complejos. Se ha demostrado que los agonistas de receptores 

para activadores de la proliferación de peroxisomas (PPAR)-γ (p.ej. ciglitazonas) 

reducen la presión arterial y mejoran la función endotelial en ratas obesas Zucker 

(Pershadsingh y cols., 1993). 
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Otra posibilidad para el tratamiento de la disfunción endotelial es actuar sobre los 

componentes de la enfermedad que conducen a la disfunción del endotelio. Por tanto, 

la disminución de los niveles de homocisteína en la hiperhomocisteinemia mediante la 

suplementación con ácido fólico mejora la disfunción endotelial (Bennet-Richards y 

cols., 2002; Zhang y cols., 2000). El tratamiento oral con L-arginina, precursor de NO, 

reduce la presión arterial y mejora la función endotelial (Palloshi y cols., 2004). La 

BH4 y sus análogos (Hyndman y cols., 2002), pueden también mejorar la función 

endotelial incrementando la biodisponibilidad del NO. Recientemente, se ha sugerido 

que el ácido acetil salicílico podría reducir el estrés oxidativo y mejorar así la función 

endotelial (Wu y cols., 2002). También, se ha demostrado que las estatinas mejoran la 

disfunción endotelial en modelos animales de hipertensión (Zhou y cols., 2004) y en 

pacientes hipertensos con niveles normales de colesterol (Danaoglu y cols., 2003) 

facilitando la activación de la NOSe e inhibiendo el estrés oxidativo. El tratamiento a 

largo plazo con las vitaminas antioxidantes C y E también mejoran la disfunción 

endotelial in vivo (Kinlay y cols., 2004). 
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2. ISOFLAVONAS Y FUNCIÓN ENDOTELIAL 

 

2.1. INTRODUCCIÓN  

 

Las isoflavonas son compuestos no esteroideos de origen vegetal que se 

encuentran en la dieta. La estructura de las isoflavonas se asemeja a la del estrógeno 

endógeno lo que les concede capacidad de unirse al receptor estrogénico (RE) α y β 

pero con mucha menos afinidad que el estradiol. Las isoflavonas pueden competir con 

el estradiol por la unión al REβ y una vez unidas pueden incrementar la expresión de 

genes de respuesta estrogénica (Miksicek, 1995). Debido a su capacidad de ejercer 

actividad estrogénica, nos referimos a las isoflavonas y a compuestos relacionados 

como fitoestrógenos. 

Los fitoestrógenos se clasifican en isoflavonas, cumestanos y lignanos. Estas 

sustancias se encuentran en gran cantidad de alimentos de origen vegetal, más 

concretamente el grupo de las isoflavonas se encuentra predominantemente en la soja 

y productos derivados de la soja (Knight y Eden, 1996). Las principales isoflavonas 

son la genisteína, daidzeína y gliciteína que en su estado natural se encuentran como 

glucósidos (Sirtori, 2001).  

Los efectos estrogénicos de las isoflavonas se reconocieron por primera vez 

debido a la pérdida de fertilidad de los animales que consumían trébol rojo (Bennetts y 

cols., 1946; Setchell y cols., 1987; Hsieh y cols., 1998). Esta planta contiene gran 

cantidad de biochanina A y formononetina, precursores metilados de genisteína y 

daidzeína. Estudios posteriores demostraron que éstos y otros fitoestrógenos  

interaccionan con los REs α y β, debido a su estructura similar al 17β–estradiol 

(Cornwell y cols., 2004). Las isoflavonas son potentes agonistas del REβ y débiles 

agonistas del REα, por tanto, ejercen efectos estrógenicos principalmente en los 

tejidos que expresan sobre todo REβ, como el hueso y el sistema cardiovascular 

(Enmarck y cols., 1997; Onoe y cols., 1997; Makela y cols., 1999). Por el contrario, el 
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estrógeno natural tiene la misma afinidad por ambos receptores. A menudo se les 

considera SERMS (Setchell y cols., 2001), moduladores selectivos del RE. Este 

término describe a un grupo de compuestos que funcionan como agonistas del RE en 

algunos tejidos pero en otros poseen acciones opuestas al estrógeno, ejerciendo 

propiedades agonistas/antagonistas dependiendo del tejido (McDonnell y cols., 2002). 

Pero siguiendo esta estricta definición es cuestionable el que los fitoestrógenos se 

engloben bajo este término puesto que su selectividad tisular se explica por su 

diferente afinidad hacia el REα y REβ y su distribución en los tejidos (Cassidy, 1999).  

La soja es el componente esencial de la dieta para la población asiática, por tanto, 

la soja y sus componentes, como la genisteína y la daidzeína, son ampliamente 

consumidos sin aparentes efectos adversos. De hecho, existe un interés considerable 

en la soja y sus componentes, como la genisteína, por sus potenciales efectos 

quimiopreventivos basados en muchos estudios epidemiológicos que sugieren una 

reducción del índice de cáncer asociada a la alimentación basada en la soja, cánceres 

como el de mama, próstata y colon. También se muestra interés en la soja para la 

prevención de diversas enfermedades como la osteoporosis, hipercolesterolemia, 

síntomas menopaúsicos, aterosclerosis y enfermedades cardiacas, donde el consumo 

de soja también produce efectos beneficiosos (Goldwyn y cols., 2000; Suthar y cols., 

2001a,b). 

 

 

2.2. ESTRUCTURA QUÍMICA 

 

Los fitoestrógenos genisteína (4´,5,7-trihidroxi-isoflavona) y daidzeína (4´,7-

dihidroxi-isoflavona) son estructuralmente muy similares, difieren sólo en la 

sustitución de la posición 5 y ambas muestran similitud con el 17β–estradiol (Figura 

6). Si bien, aunque las dos isoflavonas interaccionan con el REβ, la genisteína es de 10 

a 100 veces más potente que la daidzeína (Kuiper y cols., 1998) y además es un 
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inhibidor bien conocido de una amplia variedad de tirosín kinasas (Ogawara y cols., 

1989) mientras que la daidzeína carece de esta actividad.  
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Figura 6. Estructura química de las isoflavonas, genisteína y daidzeína, comparada con la del 17β-
estradiol. 
 
 

Algunas características estructurales de los fitoestrógenos son necesarias para la 

actividad estrogénica. Un núcleo flavonoide con 2-4 grupos hidroxilo en ciertas 

posiciones es esencial para la estrogeneidad, pues la metilación de estos grupos 

disminuye sus efectos estrogénicos. Las isoflavonas tienen mayor actividad 

estrogénica que otros flavonoides debido a la posición del anillo bencilo (Rosenberg y 

cols., 2000). En ensayos de competición se demostró que los glucósidos de genisteína 

y daidzeína muestran una unión más débil al REα y REβ que las geninas. Los 

metabolitos de estas sustancias, como la dihidrogenisteína o el equol tienen una 

afinidad semejante (Morito y cols., 2001).  

Se ha demostrado que de las 4 isoflavonas, genisteína, daidzeína y sus 

precursores, biochanina A y formononetina, la genisteína es la de mayor actividad 

sobre ambos RE. 
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2.3. FARMACOCINÉTICA 

 

El consumo de isoflavonas en el Este y Sudeste asiático es de 20-50 mg/día 

(Nagata y cols., 1997; Chen y cols., 1999b), mientras que en los paises occidentales es 

mucho más bajo. En Europa oscila entre 0,63 y 1 mg/día para los hombres y 0,49 y 

0,66 mg/día para las mujeres (Kiely y cols., 2003; Van Erp-Baart y cols., 2003). Si 

bien, el consumo de soja está aumentando al considerarse beneficioso para la salud.  

Las isoflavonas se ingieren principalmente en forma de glucósidos, genistina y 

daidzina. En el tracto gastrointestinal sufren procesos de hidrolisis dando lugar a las 

geninas libres, genisteína y daidzeína. Las bacterias intestinales convierten también, la 

biochanina A y la formononetina, precursores metilados de la genisteína y daidzeína, 

respectivamente, en sus formas demetiladas. Las geninas son rápidamente absorbidas, 

conjugadas en el higado y sometidas a circulación entero-hepática (Duncan y cols., 

2003). La excreción se produce fundamentalmente por la orina (formas conjugadas) y 

por heces (formas no conjugadas).  

Las diferencias en el metabolismo gastrointestinal son importantes en la eficacia 

de estos compuestos para la reducción del riesgo de enfermedades. Además de la 

deconjugación y demetilación, las isoflavonas pueden ser metabolizadas por la 

microflora intestinal dando lugar al p-etilfenol y al equol. La actividad de sus 

metabolitos puede ser más alta que la de las isoflavonas puras. Alrededor del 30-40% 

de la población occidental metabolizan la daidzeína a equol, detectándose altos niveles 

de este metabolito en orina (Duncan y cols., 2000; Rowland y cols., 2000; Meyer y 

cols., 2004). Los productores de equol obtienen más beneficios de la soja que los no 

productores, por lo que sería interesante encontrar el modo de hacer que los “no 

productores” lleguen a ser “productores” (Setchell y cols., 2002). Esto parece debido a 

su microflora gastrointestinal individual, que podría ser modulada por hábitos 

dietéticos (Rowland y cols., 2000). Si bien, hasta la fecha, no hay una correlación 

clara entre los hábitos dietéticos o la composición de la flora  y la capacidad de 

producir equol. Todas las ratas de laboratorio pueden, sin embargo, convertir la 
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daidzeína a equol (Setchell y cols., 2002) lo que podría ayudar a explicar algunas de 

las discrepancias en los efectos de las isoflavonas entre ratas y humanos. El equol se 

une al REα y β y, en numerosos estudios in vitro y en modelos animales, se ha 

demostrado que posee más actividad estrogénica que su precursor, la daidzeína (Mei y 

cols., 2001) y además, tiene la mayor actividad antioxidante de todas las isoflavonas. 

Una posible causa de la pluralidad de los resultados obtenidos en los estudios clínicos 

que nos informan de los beneficios de la soja podría ser la no distinción entre sujetos 

“productores de equol” y “no productores”. 

Se ha demostrado que el pico de concentración plasmática de las isoflavonas lo 

alcanzan más tarde los glucósidos que las geninas libres (Setchell y cols., 2001) y que 

la genisteína tiene mayor biodisponibilidad oral que la daidzeína (Setchell y cols., 

2003). 

Las isoflavonas se encuentan sometidad a ciclo entero-hepático, de modo que tras 

su absorción en el intestino pasan al hígado y son excretadas en la bilis en forma de 

glucurono- y sulfo-conjugados. Los principales metabolitos de las isoflavonas 

detectados en orina son los 7-O-glucurónidos y los 4´-O-glucurónidos y en menor 

proporción, los ésteres de sulfato y las geninas libres. Los glucurónidos poseen poca 

capacidad estrogénica pero pueden activar las células natural killer que ayudan a 

combatir el cáncer (Zhang y cols., 1999). La eliminación de las isoflavonas es bastante 

lenta con valores de vida media de eliminación de 6-8 horas.  

Los efectos estrogénicos de las isoflavonas se producen cuando se alcanzan 

concentraciones plasmáticas de 50-800 ng/ml, valores similares a los alcanzados por la 

población Asiática con su consumo regular de productos de soja (Adlercreutz y cols., 

1993). La ingesta de isoflavonas para alcanzar estos niveles y por tanto, efectos 

biológicos, es de 30-50 mg/día (Setchell, 1998). La biodisponibilidad depende más del 

individuo que de la fuente de isoflavonas. 
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2.4. ACCIONES CARDIOVASCULARES 

 

Numerosos estudios observacionales han apoyado el papel protector de las 

isoflavonas modulando los factores de riesgo de enfermedad cardiovascular. La 

intensa búsqueda realizada durante los últimos 10-15 años ha demostrado que el 

consumo de soja no sólo mejora muchos aspectos de la salud menopáusica sino que 

también mejora la salud cardiovascular. La urgencia de incrementar los conocimientos 

del papel de la soja en la salud cardiovascular de la mujer se debe a que la enfermedad 

coronaria es la principal causa de morbilidad y mortalidad en la mujer 

postmenopáusica. La administración de estrógenos posee efectos positivos 

cardiovasculares mejorando el perfil lipídico, la función de las células endoteliales, la 

reactividad vascular y los factores hemostáticos (Gilligan y cols., 1994; Reis y cols., 

1994). Sin embargo, los efectos beneficiosos cardiovasculares de la terapia hormonal 

sustitutiva (THS) en la mujer postmenopáusica se han cuestionado recientemente al 

originar efectos adversos severos, entre los que se incluyen un aumento de la 

incidencia de cáncer de mama, de cáncer endometrial y de eventos tromboembólicos 

(Rossouw y cols., 2002; Nelson y cols., 2002). Todo ello ha estimulado la 

investigación de tratamientos alternativos, entre los que las isoflavonas ocupan un 

lugar destacado. 

 

 

2.4.1. Lípidos en plasma y lipoproteínas  

 

La proteína de la soja tiene efectos demostrados en los lípidos plasmáticos y en la 

concentración de lipoproteínas. En humanos se ha encontrado que la sustitución de 

proteína animal por proteína de soja produce una reducción de las lipoproteínas de 

baja densidad (LDL) de ~13%; reducciones de los triglicéridos del plasma de ~10%; y 

un incremento de las lipoproteínas de alta densidad (HDL) de ~2% (Anderson y cols., 
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1995). Estos efectos beneficiosos de las proteínas de la soja sobre la concentración de 

lipoproteínas plasmáticas servían de base a la U.S. Food and Drug Administration 

para recomendar que “25 g de proteína de soja al día, como parte de una dieta baja en 

grasas saturadas y colesterol, puede reducir el riesgo de enfermedad coronaria“. 

 Varios estudios clínicos han apuntado un posible papel de las isoflavonas en la 

reducción del colesterol producida por la proteína de la soja. Estos estudios se basan 

en la reducción drástica de las propiedades hipocolesterolemiantes cuando los 

preparados de proteínas de soja se lavan con etanol (para eliminar las isoflavonas). Sin 

embargo, es posible que este tratamiento arranque otros compuestos bioactivos 

distintos de las isoflavonas y además, puede desnaturalizar las proteínas. Por ello se 

tiende a invalidar cualquier conclusión sobre la actividad hipocolesterolemiante de las 

isoflavonas. Los estudios en humanos que emplean isoflavonas aisladas o proteína de 

soja con distinta cantidad de isoflavonas no han apoyado el papel de las isoflavonas, 

sin proteína de soja, en la colesterolemia (Nestel y cols., 1997; Hodgson y cols., 1998; 

Dewell y cols., 2000). 

Recientemente, se comprobó que los preparados de soja sometidos a extracción 

con etanol mostraban alto nivel de proteolisis (Gianazza y cols., 2003). El daño de la 

estructura proteíca es la causa de la pérdida de actividad hipocolesterelemiante. De 

hecho, los extractos de proteína de soja en los que se han eliminado las isoflavonas por 

cromatografía en columna, mantienen sus propiedades (Fukui y cols., 2002), 

demostrándose así que los componentes específicos de la proteína son los máximos 

responsables del descenso de los niveles de colesterol que provoca la soja (Anderson, 

2003). 

A nivel mecanístico, se cree que los extractos de proteína de soja estimulan al 

receptor de las LDL siendo ésta la ruta por la que ejercen su actividad 

hipocolesterolemiante (Lovati y cols., 1992 y 1998; Manzoni y cols., 1998; Lovati y 

cols., 2000). Un estudio reciente en la Universidad de Milán mostró un incremento de 

8 veces en la actividad del receptor de las LDL aislado de linfomonocitos de pacientes 

hipercolesterolémicos severos tratados con las proteínas de la soja. Baum y cols. 
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(1998) realizaron un hallazgo similar en mujeres postmenopáusicas. En ratas, se ha 

encontrado que el componente de la proteína de soja 7Sα  purificado provoca una 

actividad hipocolesterolémica 10 veces mayor que la ejercida por el clofibrato, 

fármaco hipocolesterolémico de síntesis (Duranti y cols., 2004). Sin embargo, la 

principal isoflavona, la genisteína, a concentraciones de hasta 1 mg/ml, no demostró 

actividad estimuladora del receptor de las LDL en estudios realizados en celulas 

HepG2 (Lovati y cols., 2000). 

Un artículo reciente (Erdman y cols., 2000) demuestra que ambas, la proteína de 

soja y las isoflavonas, se necesitan para que la soja ejerza el efecto máximo en el 

descenso de los niveles de colesterol. Sin embargo, es difícil identificar posibles 

mecanismos por los que las isoflavonas puedan ejercer efectos adicionales a los 

realizados por la proteína de soja. Se ha considerado que su unión al RE puede 

estimular los receptores de las LDL. Usando concentraciones elevadas de isoflavonas, 

Borradaile y cols. (2002) demuestran que la genisteína y la daidzeína inducen una 

reducción en la secreción de apolipoproteína B y un incremento en la actividad del 

receptor para las LDL en las células hepáticas, pero la relevancia clínica de estos 

descubrimientos es cuestionable. 

Por tanto, los extractos de soja disminuyen los niveles de LDL colesterol y 

probablemente incrementan los de HDL. Los efectos mayores se producen en 

pacientes hipercolesterolémicos, aunque se producen cambios en los 

normocolesterolémicos e hipercolesterolémicos moderados.  

 

 

2.4.2. Oxidación de LDL 

 

Otro mecanismo beneficioso atribuido a las isoflavonas es su actividad 

antioxidante. Así, el consumo de proteína de soja, comparado con el de caseína, 

reduce la peroxidación lipídica, mecanismo involucrado en el desarrollo/progresión de 
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la aterosclerosis. Wagner y cols. (1997) demostraron que los niveles de peroxidación 

lipídica eran ~17% más bajos en primates postmenopáusicos alimentadas con proteína 

de soja (con isoflavonas), que en los animales alimentados con caseína y 

lactoalbúmina como fuente de proteínas. Por otro lado, Tikkanen y cols. (1998) 

examinaron en 6 voluntarios sanos, los efectos de la alimentación con proteína de soja 

(60 mg de isoflavonas/día) en la oxidación de las LDL y comprobaron que tras 2 

semanas de consumo de soja, se retrasaba la oxidación de LDL. Meng y cols. (1999) 

describieron que la esterificación de las isoflavonas de la soja permitía su 

incorporación en las partículas de LDL otorgando una mayor resistencia a su 

oxidación.  

Más recientemente, también se ha informado de los efectos de las isoflavonas en 

la peroxidación lipídica in vivo y en la resistencia a la oxidación de las LDL in vitro. 

Se realizó un estudio en hombres y mujeres postmenopáusicas alimentados con una 

dieta de proteínas de soja con alto o bajo contenido en isoflavonas; la dieta rica en 

isoflavonas inducía un descenso de los niveles de isoprostaglandina-F2α marcador de 

peroxidación lipídica, de 19,5% y, además, retrasaba la oxidación de las LDL 

estimulada por cobre (Wisseman y cols., 2000). Sin embargo, también existen ensayos 

recientes que demuestran escasa (Vega-Lopez y cols., 2005) o nula actividad 

antioxidante de las isoflavonas (Samman y cols., 1999). Para conocer el mecanismo de 

la acción antioxidante de las isoflavonas, se han realizado numerosos estudios in vitro 

e in vivo. Se ha demostrado que estos flavonoides, por su estructura polifenólica, 

actúan como “scavenger” de radicales libres, pero además, también aumentan la 

actividad de enzimas antioxidantes como la catalasa, SOD, GPx y glutation reductasa 

(Kurzer y Xu, 1997).  
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2.4.3. Función arterial 

 

Tono vascular dependiente de endotelio 

 
Honore y cols. (1997) demostraron que la administración de extractos de soja en 

macacos hembra premenopáusicos durante 6 meses, inhibió la contracción de arterias 

coronarias en respuesta a ACh ~12%, comparado con otro grupo que recibía soja 

lavada con alcohol (desprovista de isoflavonas). El mismo grupo de investigación 

demostró que la dilatación de la arteria coronaria originada por la ACh en animales 

ovariectomizados aumentó en los que ingerían dieta de proteína de soja con 

isoflavonas (Clarkson, 2002). Los hallazgos fueron confirmados por Williams y cols. 

(2001) al estudiar la relación entre estradiol y la respuesta de macacos hembra 

postmenopáusicos a proteína de soja intacta. En ese estudio, se encontró que macacos 

con menopausia quirúrgica, con concentraciones de estradiol en plasma muy bajas, 

respondían a la ACh con contracción de las arterias coronarias, mientras que a las que 

se administraba conjuntamente estradiol y soja respondían con una mayor dilatación 

de las arterias coronarias que las que recibían una cantidad equivalente de estradiol. Se 

demostró así, una interacción estadísticamente significativa, entre los efectos 

vasodilatadores del estradiol y de la dieta de soja.  

Más concretamente, Mishra y cols. (2000) demostraron, in vitro, el efecto 

vasodilatador dependiente de NO de las isoflavonas, genisteína y daidzeína, en aorta 

de rata. Por otro lado, Kitayama y cols. (2002) estudiaron los efectos de la genisteína 

en SHR observando que el tratamiento crónico con esta isoflavona potenciaba la 

vasodilatación dependiente de endotelio a ACh en la arteria basilar y reducía el 

engrosamiento de la pared vascular, efectos que atribuían a su actividad inhibidora de 

tirosín kinasas. Esta mejora de la función endotelial también se producía en arterias 

coronarias de ratas normotensas ovariectomizadas (Molsiri y cols., 2004).  
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Se ha analizado los efectos de la soja y las isoflavonas sobre la función endotelial 

en humanos. Teede y cols. (2001) evaluaron los efectos de los suplementos de soja en 

la función arterial de 213 pacientes (108 hombres y 105 mujeres postmenopáusicas, 

50-75 años). El tratamiento duró 3 meses, con 40 g de proteína de soja que contenía 

118 mg de isoflavonas, el placebo fue caseína. El tratamiento con soja empeoró la 

dilatación de la arteria braquial de los hombres y no tuvo efectos significativos en la 

dilatación mediada por flujo de arterias braquiales de mujeres postmenopáusicas. De 

forma similar, se observó que las isoflavonas no tenían efectos en la vasodilatación 

mediada por flujo en mujeres postmenopáusicas (Nestel y cols., 1997; Kreijkamp-

Kaspers y cols., 2005).  

Por el contrario, también encontramos datos publicados que indican un efecto 

protector sobre la función endotelial. Se evaluó la administración intravenosa aguda de 

genisteína o de daidzeína en hombres y mujeres sanas premenopáusicas (Walker y 

cols., 2001). La infusión de genisteína y 17β-estradiol incrementó el flujo arterial del 

antebrazo en ambos sexos, sin embargo la infusión de daidzeína no tuvo efecto. 

También se observó que los efectos vasodilatadores de genisteína y 17β-estradiol 

revertían al inhibir la NOSe. Squadrito y cols. (2002), en un ensayo de doble ciego 

randomizado, demostraron que el consumo de genisteína (54 mg/día) incrementó 

significativamente la vasodilatación dependiente de endotelio mediada por flujo en 

mujeres postmenopáusicas, con un incremento significativo en los nitratos sanguíneos 

tras 6 meses de tratamiento y con una reducción del 50% de los niveles plasmáticos de 

ET-1. El descubrimiento de este mecanismo dependiente de NO lo apoyó una nueva 

investigación de este grupo realizada en mujeres postmenopáusicas durante 1 año, 

donde la genisteína (54 mg/día) se comparó con la THS (Squadrito y cols., 2003). La 

dilatación mediada por flujo se incrementó de 3,9 a 7% apoyando el potencial papel 

protector de la genisteína en condiciones de disfunción endotelial.  
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Compliancia arterial     

 

La compliancia arterial depende de los componentes de la pared de los vasos, 

como la elastina, proteoglicanos y la función de las CMLV. En humanos, la 

suplementación con proteína de soja o la administración de extractos de isoflavonas, 

parece mejorar la compliancia arterial. En un estudio randomizado, con placebo, en 21 

mujeres peri- y postmenopáusicas tratadas durante 5 semanas con 80 mg/día de 

isoflavonas purificadas de la soja, se apreció una mejora de ~26% en la compliancia 

arterial sistémica (Nestel y cols., 1997). Posteriormente, Teede y cols. (2001) 

demostraron que la soja reduce significativamente la velocidad de la onda de pulso lo 

que indica también una mayor distensibilidad arterial. 

 

2.4.4. Agregación plaquetaria 

 

Otro mecanismo importante por el que las isoflavonas de la soja pueden ejercer 

beneficios cardiovasculares es su efecto sobre la agregación plaquetaria. Williams y 

Clarkson (1998) encontraron que, in vitro, la agregación plaquetaria en respuesta a 

trombina y serotonina está reducida en plaquetas procedentes de animales alimentados 

con proteína de soja con isoflavonas, comparada con las plaquetas de animales 

alimentados con proteína de soja lavada con alcohol. De manera análoga, Schoene y 

Guidry (1999) demostraron que las plaquetas de ratas alimentadas con proteína de soja 

intacta tenían volúmenes aparentes más pequeños que las plaquetas de ratas 

alimentadas con proteína de soja desprovista de isoflavonas, sugiriendo que estas 

plaquetas más pequeñas estaban en un estado más quiescente. Helmestre y Tang 

(1995) hallaron que la genisteína reducía la cantidad de serotonina en las plaquetas. 

Por tanto, las isoflavonas podrían inhibir la activación y la agregación plaquetaria y 

reducir la cantidad de serotonina en las plaquetas, y todo esto podría contribuir a la 

reducción de los vasoespasmos coronarios y la trombosis. 
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2.4.5. Aterosclerosis 

 
Se ha comprobado cómo la proteína de la soja inhibe la aterosclerosis en modelos 

animales. Este efecto parece estar mediado en gran parte, por la acción sobre la 

concentración de las lipoproteínas en plasma ya comentada anteriormente. Clarkson y 

cols. (2001) encontraron que los macacos alimentados con soja rica en isoflavonas, 

tenían un perfil lipídico más favorable, que incluía una mayor concentración de HDL 

colesterol y una menor concentración de LDL más VLDL colesterol. Además, la dieta 

que contenía proteína de soja e isoflavonas redujo la aterosclerosis de la arteria 

coronaria y en mayor medida, la de la arteria carótida. Puesto que el estudio no 

incluyó un grupo alimentado con proteína animal, como caseína, no se pudo especular 

sobre el grado del efecto antiaterogénico de la proteína de soja sin isoflavonas. 

Tampoco se pudo saber los componentes de la soja que otorgaron protección frente a 

la aterosclerosis.  

Yamakoshi y cols. (2000) demostraron la mejora que produce el extracto de 

isoflavonas de la soja en el desarrollo de la aterosclerosis. Para ello, se alimentó a 

conejos con un extracto rico en isoflavonas, sin proteínas de soja, y se comprobó que 

la aterosclerosis se redujo.  

Las isoflavonas pueden modificar la enfermedad cardiovascular 

independientemente de los efectos en la concentración de las lipoproteínas 

plasmáticas. Makela y cols. (1999) publicaron los resultados de un estudio en el que 

medían la expresión de REα y REβ en arterias de rata tras la eliminación mecánica del 

endotelio, una técnica que promueve la aterogénesis. Encontraron que después de 7 

días del daño en las arterias, la expresión de REα y REβ se incrementó, pero el REβ se 

sobreexpresó en mayor medida (~30 veces más) que el REα. En un segundo estudio, 

trataron a las ratas con varias dosis (0-2,5 mg/kg) de 17β–estradiol o genisteína 

administrado subcutáneamente tras la denudación del endotelio. Ambos agentes 

reducían la extensión de las lesiones. Estos datos sugieren que el REβ juega un papel 
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en la mediación de algunos efectos directos de la genisteína en la pared de los vasos 

previniendo la aterosclerosis.  

Los estudios realizados in vitro sugieren que las isoflavonas afectan también a las 

CMLV que están involucradas en el desarrollo y progresión de la aterosclerosis. Se ha 

informado que la genisteína inhibe la migración y la proliferación de estas CMLV 

(Fujio y cols., 1993; Makela y cols., 1999; Shimokado y cols., 1994 y 1995). 

 

 

2.4.6. Hipertensión  

 

La soja, especialmente las isoflavonas, pueden afectar favorablemente a la 

presión arterial. Este hecho es de especial interés puesto que la deficiencia de 

estrógenos tras la menopausia se ha asociado con incremento en los niveles de 

colesterol y aumento de la presión arterial, factores de riesgo para el desarrollo de 

enfermedad cardiovascular; de tal forma que la mortalidad por sucesos 

cardiovasculares, menor en las mujeres que en los hombres, se iguala tras la 

menopausia.  

Existen pocos estudios que examinen el efecto de la proteína de la soja y/o sus 

isoflavonas asociadas, sobre la presión arterial. La disminución de la compliancia 

arterial contribuye al desarrollo de hipertensión sistólica (Dart y cols., 1993); de 

manera que la mejora de la distensibilidad arterial producida por las isoflavonas puede 

prevenir el incremento de la presión sistólica. Washburn y cols. (1999) encontraron 

que la administración de 20 g de proteína de soja (que contenía 34 mg de isoflavonas) 

dividida en dos dosis a 51 mujeres peri-menopáusicas, reducía significativamente la 

presión arterial diastólica 5 mm Hg. En un estudio realizado por Crouse y cols. (1999) 

en hombres con hipercolesterolemia moderada (n = 94) y mujeres (n = 62) a los que se 

administraba suplementos de soja que contenía 25 g de caseína o 25 g de proteína de 

soja con distintas concentraciones de isoflavonas (3-62 mg de isoflavonas por 25 g de 
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proteína), se observó una tendencia significativa de reducción de la presión arterial 

diastólica en mujeres pero no en hombres. Sin embargo, estos hallazgos no estaban de 

acuerdo con los de Hermansen (2001) que no encontraron efectos de 50 g de soja 

(aproximadamente 165 mg de isoflavonas) sobre la presión, ni con el de Hodgson y 

cols. (1999) que fueron incapaces de demostrar un efecto hipotensor de las isoflavonas 

administradas durante 8 semanas a pacientes hipertensos. 

 

 

2.5. OTRAS ACCIONES FARMACOLÓGICAS 

 
2.5.1. Cáncer 

 
Estudios epidemiológicos asociaron el alto consumo de soja en mujeres (Parkin, 

1989) y hombres (Pienta y cols., 1996) asiáticos con la menor incidencia de cáncer de 

mama y próstata, respectivamente, y un incremento de riesgo cuando la población 

asiática adoptaba la dieta occidental (Ziegler y cols., 1993; Shimizu y cols., 1991). A 

pesar de esta evidencia epidemiológica, varios estudios de casos y controles con 

mujeres chinas (Yuan y cols., 1995), mujeres multiétnicas americanas (Horn-Ross y 

cols., 2001) y mujeres postmenopáusicas holandesas (den Torkelaar y cols., 2001) y 

un estudio prospectivo con mujeres japonesas (Key y cols., 1999), no encontraron 

relación entre el consumo de soja o fitoestrógenos y el riesgo de cáncer de mama. 

Se han citado numerosos mecanismos por los que las isoflavonas pueden ejercer 

su actividad anticancerígena, entre ellos está su unión al RE. Así, las isoflavonas 

pueden ejercer acciones estrogénicas y antiestrogénicas; estas últimas compitiendo 

con el estradiol por la unión al receptor. La genisteína y el equol desplazan al 

estrógeno y a la testosterona de su fijación a las globulinas de unión de las hormonas 

sexuales (SHBG) humanas y pueden afectar a los niveles celulares de SHBG (Pino y 

cols., 2000). Por tanto, la genisteína y otros fitoestrógenos podrían afectar al 
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aclaramiento de estrógenos y andrógenos y, por tanto, a la biodisponibilidad de las 

hormonas a células diana.  

Además de su capacidad de unión al RE y a SHBG, las isoflavonas ejercen 

efectos inhibitorios sobre muchas enzimas implicadas en el metabolismo de hormonas 

esteroideas. Muchos tipos de cánceres son dependientes de hormonas sexuales y por 

tanto, una disminución de sus niveles podría tener efectos beneficiosos sobre el 

cáncer. Las isoflavonas inhiben la aromatasa originando un descenso en la producción 

de estrógenos endógenos (Le Bail y cols., 2000). También inhiben las 17β-

hidoxiesteroide deshidrogenasas, responsables de la conversión de estrona a estradiol 

y de androstenodiona a testosterona (Krazeisen y cols., 2001), y la 5α-reductasa 

(Evans y cols., 1995), originando una disminución de los niveles de hormanas activas. 

Otra enzima inhibida por las isoflavonas es la 3β-deshidrogenasa/isomerasa que 

cataliza el paso de pregnenolona a progesterona (Wong y cols., 1999). 

Finalmente, la genisteína inhibe tirosín kinasas, ADN topoisomerasas y los 

mecanismos de angiogénesis (Adelcreutz, 2002). 

 

 

2.5.2. Síntomas postmenopáusicos 

 

Estudios observacionales han indicado que la proporción de síntomas 

vasomotores postmenopáusicos (p.ej. sofocos y/o sudor nocturno) en las mujeres 

japonesas era 10 veces menor que en las mujeres occidentales. Esta reducción se ha 

relacionado con los niveles de isoflavonas en orina, 100 veces mayor en las japonesas 

que en las occidentales (Adelcreutz y cols., 1992; Nagata y cols., 2001). 

La THS produce reducción del número y la intensidad de los síntomas 

vasomotores y algunos autores han descrito que posee beneficios en el declive 

cognitivo asociado a la menopausia (Yaffe y cols., 1998), pero su uso ha caído por sus 

efectos adversos. Las isoflavonas son eficaces reduciendo los síntomas causados por la 
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depleción de estrógenos como sofocos, sudor nocturno y sequedad vaginal (Albertazi 

y cols., 1998; Han y cols., 2002), aunque sólo una pequeña parte de estos beneficios se 

deben a las isoflavonas puesto que el grupo placebo también presentaba mejorías 

evidentes. Así, Kurzer (2003) indicó que el consumo de pequeñas cantidades de 

isoflavonas de la soja 30 mg/día puede reducir los sofocos un 30-50%. El beneficio 

mayor lo obtienen las mujeres con los síntomas más severos cuando los suplementos 

se toman a dosis divididas a lo largo del día. En este efecto se incluye el efecto 

placebo siendo la reducción debida a las isoflavonas per se de sólo un 10-20%.  

 

 

2.5.3. Osteoporosis 

 

La deficiencia de estrógenos en mujeres postmenopáusicas puede conducir a la 

pérdida de masa ósea (osteoporosis). La THS otorga beneficios claros contra la 

osteoporosis (Nelson y cols., 2002). Se ha demostrado que las isoflavonas de la soja 

también poseen efectos beneficiosos. La osteoporosis se produce como consecuencia 

de un desequilibrio entre la formación y la resorción ósea, con más resorción que 

formación. Las isoflavonas previenen la pérdida ósea en ratas ovariectomizadas o 

ratones (Fanti y cols., 1998; Ishimi y cols., 1999), estimulan la formación ósea e 

inhiben la resorción (Ebisawa y Koshihara, 2001). Los mecanismos sugeridos son la 

estimulación de la proliferación de los osteoblastos (formadores de hueso) y la 

protección de tales células del daño oxidativo (las isoflavonas poseen propiedades 

antioxidantes), así como el aumento de la apoptosis de las células progenitoras de los 

osteoclastos (destructores del hueso) (Lee y cols., 2001; Rassi y cols., 2002; 

Yamaguchi, 2002). 

Estos efectos beneficiosos en modelos animales se confirmaron en numerosos 

ensayos clínicos en mujeres peri- y postmenopáusicas (Alekel y cols., 2000; Mei y 

cols., 2001; Morabito y cols., 2002;  Lydeking-Olsen y cols., 2004; Chen y cols., 
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2004). En contraste, dos ensayos recientes en mujeres postmenopáusicas no mostraban 

una actividad clara de las isoflavonas sobre el hueso (Arjmandi y cols., 2005; Spence 

y cols., 2005). 

 

 

2.6. TOXICIDAD 

 

Aunque la población asiática consuma la soja sin efectos adversos aparentes, 

existe la preocupación por potenciales efectos adversos que pueden aparecer por el uso 

de isoflavonas a dosis más elevadas. 

Se ha demostrado que la genisteína a concentraciones 10 veces mayores que las 

encontradas en el hombre tras el consumo medio diario de productos de soja (Setchell 

y cols., 1997), ejerce efectos mutagénicos en las células (Kulling y cols., 1999). Esta 

isoflavona posee actividad inhibitoria de la topoisomerasa II que puede ocasionar 

rotura de la hebra del ADN lo que podría ser de interés en procesos cancerosos 

(Yellayi y cols., 2002). Esta actividad también puede ejercerse en el timo reduciendo 

la inmunidad dependiente de células (Sakabe y cols., 1999). Además, hay algunos 

datos controvertidos que informan de la posibilidad del incremento del riesgo de 

desarrollo de alergias en el adulto por el consumo de soja en la infancia (Strom y cols., 

2001). 

Un meta-análisis del consumo de soja sugirió su actividad tirotóxica, por producir 

alteraciones en el tiroides en individuos jóvenes (Doerge y Sheehan., 2002). Más 

recientemente, un estudio en cerditos que comparaba fórmulas infantiles de leche de 

soja con fórmulas de leche de vaca, mostraba que el consumo de soja reducía un 50% 

la proliferación de células intestinales, posiblemente provocando inmadurez intestinal 

(Chen y cols., 2005).  

Se han realizado estudios en animales para valorar los posibles efectos adversos 

de estas fórmulas infantiles de soja. Así, la exposición de ratones neonatos a 50 

mg/kg/día de genisteína durante los primeros 5 días de vida, provocaba niveles de 
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adenocarcinoma uterino a los 18 meses de edad similares a los que induce el 

dietilestilbestrol (Newbold y cols., 2001). Sin embargo, a pesar de sus altas dosis de 

isoflavonas (6 a 11 veces mayores que las mujeres que reciben isoflavonas para los 

síntomas menopáusicos), las fórmulas infantiles de soja, no parecen tener efectos 

estrogénicos en el aparato reproductor de ratones maduros (Pocock y cols., 2002).  

Si bien, la mayoría de los ensayos clínicos realizados son a corto plazo, sería 

necesario evaluar los riesgos del uso de las isoflavonas a largo plazo ya que en muchas 

ocasiones el consumo de estas preparaciones a base de isoflavonas se realiza durante 

muchos años. McClain y cols. (2005) han realizado estudios de seguridad con 

genisteína en ratas Wistar que incluyen: dos estudios agudos en los que administran 

una dosis de 2000 mg/kg de genisteína (mezclada con la dieta o por sonda esofágica), 

dos subcrónicos (4 semanas y 13 semanas) con dosis de 5, 50 y 500 mg/kg/día, y un 

crónico (administración con la dieta durante 52 semanas) con las mismas dosis. Se 

concluyó que la dosis letal en ratas es mayor a 2000 mg/kg. En el estudio agudo, la 

genisteína presentaba una baja toxicidad. Hasta la dosis de 500 mg/kg/día, fue bien 

tolerada. En todos los estudios, se observó disminución del consumo de comida y de 

ganacia del peso corporal con la dosis de 500 mg/kg/día. Los principales hallazgos 

hematológicos fueron una disminución de los parámetros de glóbulos rojos 

(hemoglobina y hematocrito) con 500 mg/kg/día y un incremento compensatorio de 

reticulocitos. Los datos de bioquímica clínica encontrados, no se consideraron 

significativamente toxicológicos, con la excepción de un ligero incremento en la 

gamma glutamil transferasa en ratas machos y hembras a la dosis 500 mg/kg/día. En la 

necrosia se apreciaron pocos cambios macroscópicos; en el estudio de 52 semanas, se 

observó incremento del peso uterino y quistes en los ovarios. También en este estudio 

se produjeron incrementos en el peso relativo de los órganos en función del peso 

corporal. Casi todas las alteraciones halladas en estos estudios se deben a las 

propiedades estrogénicas de la genisteína. 
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Justificación del trabajo y objetivos                             
 

Se conoce que las diferencias de género influyen en el riesgo de sufrir 

enfermedades cardiovasculares, de manera que la mujer premenopáusica tiene un 

menor riesgo que el hombre de la misma edad. Este beneficio desaparece después de 

la menopausia, lo que sugiere que los estrógenos desempeñan un papel importante en 

la salud cardiovascular (Mendelsohn y Karas, 1999). Uno de los mecanismos 

esenciales por los que la terapia substitutiva de estrógenos puede reducir el riesgo 

cardiovascular en la mujer postmenopáusica es mejorando la función vascular de 

forma independiente a sus efectos beneficiosos sobre el contenido de lípidos en 

plasma (Gilligan y cols., 1994). Se ha sugerido que los efectos protectores de la 

suplementación de estrógenos en el aparato cardiovascular podrían estar mediados por 

un aumento del NO liberado por el endotelio y/o por su modulación del sistema 

renina-angiotensina tisular.  

Las células endoteliales desempeñan un papel esencial en la modulación del tono 

vascular y en el control de la adhesión y agregación plaquetaria. La disfunción 

endotelial, definida como un desequilibrio entre factores vasoactivos que conduce a 

vasoconstricción y cambios estructurales en la pared vascular, es un evento primario 

en la fisiopatología de la aterosclerosis y la hipertensión y un predictor independiente 

de mal pronóstico (Endemann y Schiffrin, 2004). Las alteraciones clave en los factores 

vasoactivos características de la disfunción endotelial incluyen una reducción en la 

biodisponibilidad de NO y un aumento de la liberación de ERO, ET-1 y prostanoides 

vasoconstrictores. 

Niveles fisiológicos de estradiol potencian la vasodilatación dependiente de 

endotelio inducida por flujo en mujeres postmenopáusicas. También se ha observado 

que la relajación dependiente de endotelio en la aorta aislada es mayor en hembras en 

comparación con la que se obtiene en machos y en hembras ovariectomizadas SHR. 

Estos datos sugieren que las hormonas sexuales femeninas producen efectos 

beneficiosos en el función endotelial (Orshal y Khalil, 2004). El tratamiento crónico 

con estrógenos mejora la disfunción endotelial, a través de la regulación al alza de la 

NOSe (Hayashi y cols., 1995; Hishikawa y cols., 1995; MacRitchie y cols., 1997) o de 
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la modulación post-transduccional de su actividad (Fulton y cols., 2001). Los 

estrógenos también producen efectos rápidos, no genómicos, en el endotelio vascular, 

entre los que se incluye la activación de la síntesis de NO (Lantin-Hermoso y cols., 

1997; Caulin-Glaser y cols., 1997). Además, los efectos de los estrógenos en el 

sistema cardiovascular pueden estar relacionados con su modulación del sistema 

renina-angiotensina (Dean y cols., 2005) y sus propiedades antioxidantes (Arnal y 

cols., 1996; Wassmann y cols., 2001). 

Los efectos beneficiosos cardiovasculares de la terapia substitutiva de estrógenos 

en la mujer postmenopáusica se han cuestionado recientemente (Rossouw y cols., 

2002; Nelson y cols., 2002). Así, a pesar de que varios ensayos clínicos demostraran 

que la administración de estrógenos tiene efectos favorables en el perfil lipídico, la 

función de las células endoteliales, la reactividad vascular y los factores hemostáticos 

(Gilligan y cols., 1994; Reis y cols., 1994), también origina efectos adversos severos, 

entre los que se incluyen un aumento de la incidencia de cáncer de mama, de cáncer 

endometrial y de eventos tromboembólicos (Rossouw y cols., 2002; Nelson y cols., 

2002). Todo ello ha estimulado la investigación de tratamientos alternativos, tales 

como los fitoestrógenos. 

Los fitoestrógenos son compuestos no esteroideos derivados de las plantas que 

presentan actividades agonistas o antagonistas del RE (Kurzer y Xu, 1997). Las 

isoflavonas son una de las principales clases de fitoestrógenos. Se encuentran en 

abundancia en la soja y los alimentos derivados de ella. Existen evidencias de que los 

efectos beneficiosos cardiovasculares relacionados con el consumo de soja son 

debidos a su fracción de isoflavonas (Cassidy y cols., 1994). La genisteína, en 

particular, ha demostrado ser eficaz en mujeres y en modelos animales (Glazier y 

cols., 2001). In vitro, esta isoflavona relaja las arterias de rata mediante mecanismos 

dependientes (Mishra y cols, 2000) e independientes (Duarte y cols., 1997) de NO y 

aumenta la respuesta vasodilatadora de la ACh en arterias coronarias de macacos 

ateroscleróticos hembra (Honore y cols., 1997). In vivo, la genisteína mejora la 

función endotelial en ratas normotensas ovariectomizadas (Molsiri y cols., 2004) y en 
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SHR (Kitayama y cols., 2002). Además, la genisteína y los suplementos de soja 

demostraron ser efectivos en la protección de la función endotelial en hombres y en 

mujeres postmenopáusicas sin patología evidente (Squadrito y cols., 2002; Squadrito y 

cols., 2003).  

Existen 2 tipos de receptores estrogénicos: REα y REβ, que se expresan en las 

células endoteliales y en las CMLV (Lindner y cols., 1998). Los efectos positivos 

cardiovasculares de los estrógenos, especialmente el aumento en la producción de NO, 

están relacionados tanto con la activación del REα (Pare y cols., 2002; Darblade y 

cols., 2002) como la del REβ (Zhu y cols., 2002; Chambliss y cols., 2002). La 

genisteína se une a ambos subtipos del RE pero, a diferencia del estradiol, presenta 

mayor afinidad por el REβ (Makela y cols., 1999; Kuiper y cols., 1997). Además de 

sus efectos estrogénicos, también presenta efectos antioxidantes (Ruiz-Larrea y cols., 

1997; Bermejo y cols., 2003) que pueden estar involucrados en los beneficios sobre 

sus acciones cardiovasculares. Sin embargo, sería necesario profundizar en los 

mecanismos de acción de estas isoflavonas para que la intervención terapéutica y/o 

dietética pudiera mejorar el tratamiento de la hipertensión tanto en machos como en 

hembras en el futuro. 

 

Por estas razones, en esta Tesis Doctoral nos planteamos los siguientes objetivos: 

 

1) Analizar los efectos de la genisteína y la daidzeína in vitro sobre la disfunción 

endotelial característica de SHR y los potenciales mecanismos implicados: 

actividad NOS, producción de ERO y síntesis y actividad de prostanoides 

vasoconstrictores. El papel del mecanismo estrogénico se estudiará 

comparando sus efectos con los del estrógeno natural 17β–estradiol y usando 

un antagonista específico del RE. Hemos seleccionado animales macho para 

analizar los efectos de los fitoestrógenos independientes del sexo femenino, a 
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concentraciones que se alcanzan en el plasma después del consumo de una 

dieta rica en soja (Manach y cols., 2004). 

 

2) Analizar si la genisteína, actuando como un agonista del RE, puede influir in 

vivo sobre la disfunción endotelial característica de SHR machos, así como los 

potenciales mecanismos implicados. Nos hemos centrado en la vía del NO 

(actividad NOSe, expresión de NOSe y sus proteínas reguladoras, caveolinas 

y calmodulina) y su interacción con O2
-. El papel del mecanismo estrogénico 

se estudiará comparando sus efectos con los del estrógeno natural 17β–

estradiol y usando un antagonista específico del RE. Hemos seleccionado 

ratas macho para analizar los efectos de la genisteína independientes del sexo 

femenino, a dosis que producen concentraciones plasmáticas de genisteína 

similares a las que se alcanzan en el hombre después del consumo de una dieta 

rica en soja (Adlercreutz y cols., 1993; Fritz y cols., 1998). 

 

3) Analizar si la genisteína puede sustituir a los estrógenos en el tratamiento de 

la disfunción vascular en hipertensión, ofreciendo una protección similar al 

17β–estradiol frente al declive de la función vascular menopáusica. Para ello 

utilizamos un modelo de disfunción endotelial inducido por aumento de la 

presión arterial y ovariectomía en ratas hembra, que se asemeja a la reducción 

de la vasodilatación dependiente de endotelio observada en la mujer 

postmenopáusica hipertensa (Dantas y cols., 1999). Nos hemos centrado en el 

estudio de la reactividad vascular, la expresión de la NOSe y sus proteínas 

reguladoras (caveolinas y calmodulina) y el estado oxidativo vascular. 
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1. ESTUDIOS IN VITRO 

 

1.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 

 

Para los experimentos in vitro se utilizaron ratas macho WKY y SHR de 24 

semanas de edad (300-350 g) suministradas por los Laboratorios Harlan (Barcelona). 

Los animales se mantuvieron en el estabulario del laboratorio, a una temperatura de 24 

± 1 ºC y con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. Se alojaron en cubetas de 

makrolon dispuestas en rack de acero inoxidable con lecho de viruta, en grupos de 

hasta 5 ratas por jaula y se alimentaron con una dieta estándar y agua corriente ad 

libitum. Todos los experimentos se realizaron según las Guías Institucionales para el 

cuidado ético de los animales.   

 

1.2. ESTUDIOS DE REACTIVIDAD VASCULAR 

 
1.2.1. Procedimiento general de la técnica y preparación del tejido 

 

Las experiencias se realizaron en anillos de aorta torácica aislada de ratas WKY y 

SHR según la técnica descrita por Duarte y cols. (2001).  

Tras el sacrificio de los animales mediante una dosis letal de pentobarbital sódico 

(120 mg kg-1 intraperitoneal) y posterior exanguinación, la arteria es cuidadosamente 

disecada desde el cayado aórtico hasta el diafragma y depositada en una placa Petri 

con solución Krebs (composición en mM: NaCl 118, KCl 4,75, NaHO3 25, MgSO4 

1,2, CaCl2 2, KH2PO4 1,2 y glucosa 11). A continuación, se eliminaron los elementos 

de tejido conjuntivo y adiposo y se dividieron los segmentos de las arterias en varios 

anillos de 3-4 mm de longitud, para proceder al montaje en un sistema de baño de 

órganos. Para ello se introdujeron, en el lumen de dichos anillos, dos alambres rígidos 

de acero inoxidable en forma de L (0,2 mm de diámetro),  uno de los cuales se fijó a la 

pared del baño y el otro, que podía desplazarse paralelo al anterior, se conectó a un 
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transductor de tensión isométrico de fuerza-desplazamiento (Letigraph 2000, Cibertec 

S.A., Madrid).  

Los baños de órganos contenían 5 ml de solución Krebs termostatada a 37 ºC, en 

la que se burbugeó gas carbógeno (95 % de oxigeno y 5 % de dióxido de carbono) y 

con un pH comprendido entre 7,3-7,4. Los anillos aórticos se sometieron a una tensión 

inicial de 2 gramos al menos durante 90 minutos antes de la adicción de los fármacos, 

reajustando dicha tensión si procedía, hasta alcanzar un tono estable. La solución 

nutricia se renovó cada 20 minutos durante el periodo de estabilización. 

En algunos experimentos, el endotelio se eliminó de forma mecánica mediante 

una ligera fricción con un alambre de acero. En ensayos preliminares se observó como 

la respuesta contráctil y relajante a la ACh se abolía completamente al eliminar de 

forma mecánica el endotelio como se había descrito previamente (Iwama y cols., 

1992). 

 

1.2.2. Protocolos experimentales 

 

Efectos de las isoflavonas en la relajación inducida por acetilcolina 

 
Los anillos de aorta torácica con endotelio se incubaron durante 20 minutos con 

genisteína, daidzeína, 17β–estradiol (10 μM) o el vehículo, dimetilsulfóxido (DMSO) 

en presencia o ausencia del antagonista del RE, ICI 182,780, a su conocida 

concentración inhibitoria de 1 μM (Wakeling y cols., 1991) o de SOD (100 U/ml). 

Posteriormente, se contrajeron los anillos con fenilefrina (1 μM) y se realizó una curva 

acumulativa concentración-respuesta a ACh (Duarte y cols., 2001). 

  

Efectos de las isoflavonas en la relajación inducida por nitroprusiato sódico 

 

Los anillos aórticos desprovistos de endotelio, se incubaron con genisteína, 

daidzeína, 17β–estradiol (10 μM) o DMSO durante 20 minutos. Transcurrido dicho 
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periodo, se estimularon con fenilefrina (1 μM) y cuando la contracción fue estable  se 

añadieron concentraciones crecientes acumulativas de nitroprusiato sódico (NPS 10-9-

10-5 M). 

 

Efectos de las isoflavonas en la contracción inducida por acetilcolina 

 
Para analizar los efectos sobre la contracción a ACh, los anillos aórticos con 

endotelio intacto se contrajeron con 80 mM de KCl con el fin de obtener una respuesta 

control. Después de lavar las preparaciones, los anillos se incubaron durante 20 

minutos con el inhibidor de la NOS, Nω-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME 100 

μM), y las isoflavonas, 17β–estradiol (10 y 50 μM) o DMSO, en presencia o ausencia 

de ICI 182,780 (1 μM) y finalmente se realizó una curva concentración-respuesta a 

ACh (10-8-10-4 M), que se refirió a la respuesta control (Duarte y cols., 2001).  

 

Efectos de las isoflavonas en la contracción inducida por U46619 

 
Se estudiaron los efectos de las isoflavonas, el 17β–estradiol o el vehículo en la 

contracción producida por el agonista del receptor TP, U46619, en vasos sin endotelio.  

Para ello, se estimularon con KCl 80 mM hasta inducir una contracción estable. 

Después de lavar, los anillos aórticos se incubaron durante 20 minutos con genisteína, 

daidzeína, 17β–estradiol (10 y 50 μM) o DMSO y posteriormente se realizó una curva 

concentración-respuesta a U46619 (10-9-10-6 M) que se expresó como porcentaje de la 

contracción control a KCl. 

 

 

 

 

 

 

 67



Material y métodos 

1.3. PRODUCCIÓN DE PROSTANOIDES 

 

Se ha medido la producción vascular de dos prostanoides vasoconstrictores, la 

PGH2 y el TXA2. 

La PGH2, precursor inestable de prostaglandinas y tromboxanos, en condiciones 

no reductoras (etanol) se isomeriza a PGE2 mientras que en condiciones reductoras 

(SnCl2) se convierte en PGF2α. Por lo tanto, midiendo la diferencia de la producción 

aórtica de PGF2α en un medio con etanol menos la producción obtenida en un medio 

con SnCl2, es posible estimar la cantidad de PGH2  liberado (Ge y cols., 1995).  

El TXA2 es un compuesto biciclico lábil formado a partir de prostaglandin-

endoperóxidos. Posee una vida media de 30 segundos y es rápidamente hidrolizado 

dando lugar a su metabolito estable y biológicamente inactivo, el TXB2. La corta vida 

media del TXA2 impide su cuantificación directa, por lo que el TXB2, con una vida 

media de 20-30 minutos, es utilizado como indicador de la producción de TXA2. 

Después de estabilizar durante 1 hora en 3 ml de solución Krebs oxigenada a  

37ºC, los anillos aórticos de WKY y SHR  se incubaron, en presencia de L-NAME 

(100 μM), con genisteína, daidzeína, 17β–estradiol (10 μM) o DMSO durante 20 

minutos y posteriormente, se estimularon con 100 μM de ACh durante 5 minutos. 

Transcurrido este tiempo, se recogieron 3 muestras del medio de incubación de cada 

anillo (300 μl), la primera de ellas se usó para la cuantificación de TXB2 y las otras 

dos para la de PGF2α. Para esta última determinación, una muestra fue colocada en 

etanol (6 ml) y la otra en SnCl2 (6 ml, 0,5% en etanol). Tras 2 minutos a temperatura 

ambiente, se añadió NaOH (80 μL, 10%) a las muestras de SnCl2 y se procedió a su 

centrifugación. Todas las muestras se almacenaron a –20 ºC hasta su análisis. La 

cuantificación de la producción de TXB2 y PGF2α  se realizó mediante un kit de 

enzimoinmunoensayo [Amersham Biosciences, Ltd. (Little Chalfont, 

Buckinghamshire, Reino Unido) y Assay Designs, Inc. (Ann Arbor, EEUU), 

respectivamente]. 
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1.4. ACTIVIDAD ÓXIDO NÍTRICO SINTASA VASCULAR 

 

Se analizó la actividad NOS en homogenado aórtico determinando la conversión 

de L-[3H]arginina a L-[3H]citrulina (Mitchell y cols., 1991). Para ello, se 

homogenizaron, en frío, los anillos aórticos intactos de SHR y WKY en un tampón 

(pH 7,4) que contenía: N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-etanolsulfónico (HEPES 10 

mM), sacarosa (0,32 M), ácido etilendiaminao tetracético (EDTA 100 μM), ditiotreitol 

(1 mM), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (1 mg/ml) y leupeptina (10 μg/ml). Las 

muestras homogeneizadas se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos 

con un tampón de reacción: Tris-HCl (50 mM; pH 7,4), NADPH (1 mM), BH4 (10  

μM), CaCl2 (2 mM), L-valina (10 mM), calmodulina (30 nM) y una mezcla de L-

arginina y L-[3H]arginina (10 μM; 1 μCi/ml). Las incubaciones se realizaron en 

presencia de genisteína, daidzeína, 17β–estradiol (50 μM)  o DMSO y finalizaron con 

la adicción de 1 ml de tampón de parada: HEPES (20 mM; pH 5,5), EGTA (1 mM) y 

EDTA (1 mM). La L-[3H]citrulina se separó de la arginina añadiendo 1,5 ml de una 

suspensión 1:1 de resina de intercambio iónico (Dowex AG50 W-X8; Sigma 

Chemical, Alcobendas, Madrid, España) en agua. Para determinar la actividad de la 

NOS dependiente de Ca2+, se calculó la diferencia entre la L-[3H]citrulina producida 

por muestras que contenían Ca2+ y las incubadas sin Ca2+ y con EGTA 1 mM. La 

radioactividad se midió en el sobrenadante mediante un contador de centelleo. Los 

resultados se expresaron como pmol de citrulina/mg de proteína/30 minutos. 

 

 

1.5. PRODUCCIÓN AÓRTICA DE ANIONES SUPERÓXIDO 

 

La liberación de O2
- de segmentos aórticos intactos se cuantificó mediante 

quimioluminiscencia con lucigenina, como se había descrito previamente (Ohara y 

cols., 1993). Para ello, los anillos aórticos de SHR y WKY se incubaron durante 30 

minutos a 37 ºC en una solución salina fisiológica, pH 7,4, de la siguiente 
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composición: 119 mM NaCl, 20 mM HEPES, 4,6 mM KCl, 1 mM MgSO4, 0,15 mM 

Na2HPO4, 0,4 mM KH2PO4, 5 mM NaHCO3, 1,2 mM CaCl2, y 5,5 mM glucosa. En 

algunos anillos la producción  aórtica de O2
-  fue estimulada mediante la adicción de 

NADPH (100 μM). Las incubaciones se llevaron a cabo en presencia de genisteína, 

daidzeína, 17β–estradiol (50 μM), SOD (100 U/ml), el inhibidor de la NAD(P)H 

oxidasa, cloruro de difenileniodonio (DPI 20 μM), o DMSO. Al finalizar el periodo de 

incubación, los anillos aórticos se colocaron en tubos que contenían solución salina 

fisiológica en presencia de estos agentes, con o sin NADPH, y la lucigenina se inyectó 

automáticamente a una concentración final de 5 μM. Los cambios en la liberación de 

O2
- se determinaron por un luminómetro (Lumat LB 9507, Berthold, Alemania) 

midiendo luminiscencia durante 200 segundos en intervalos de 5 segundos. La medida 

de O2
- se expresa en unidades relativas de luminiscencia/minuto/miligramo de tejido 

aórtico seco. 

 

 

1.6. REACTIVOS 

 

Los reactivos procedían de Sigma Chemical, excepto el ICI 182,780, que 

procedía de Tocris Cookson Inc. (Bristol, Reino Unido). Las soluciones de genisteína, 

daidzeína, estradiol e ICI 182,780 se prepararon en DMSO y el resto de los reactivos 

en agua destilada. 

 

 

1.7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los resultados se expresaron como la media aritmética ± error estándar de la 

media (SEM). El análisis estadístico se realizó mediante el test de la t-student o 

utilizando un análisis ANOVA de una vía seguida del test de Newman Keuls. Se 

consideró estadísticamente significativa una P < 0,05. 
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2. ESTUDIOS IN VIVO 

 

2.1. ANIMALES UTILIZADOS Y GRUPOS EXPERIMENTALES 

 

Para los experimentos in vivo se utilizaron ratas WKY y SHR de 23 semanas de 

edad procedentes de los Laboratorios Harlan (Barcelona, España). Se instalaron en 

jaulas con 5 animales cada una, a una temperatura constante (24 ± 1 ºC), con un ciclo 

de luz-oscuridad de 12 horas y una dieta estándar sin derivados de soja, AIN 76 

(composición en g/kg: caseína 200, DL-metionina 3, almidón de maiz 150, sacarosa 

500, celulosa 50, aceite de maiz 50, complejo mineral S10001 35, complejo 

vitamínico V10001 10, bitartrato de colina 2). Todos los ensayos se realizaron de 

acuerdo con las Guías Institucionales para el cuidado ético de los animales. Antes de 

iniciar los protocolos experimentales, se realizó un periodo de adaptación de 2 

semanas administrando el vehículo y realizando medidas de presión arterial.  

 

2.1.1. Experimento I: Efectos de la genisteína sobre la hipertensión y la 

disfunción endotelial en SHR. 

 

La experiencia se realizó con 20 ratas macho WKY y 20 SHR que se dividieron, 

al azar, en 4 grupos experimentales: 

 

a) WKY-vehículo (metilcelulosa al 1% p/v), n = 10 

b) WKY-genisteína (10 mg/kg , por día, vía oral), n = 10 

c) SHR-vehículo (metilcelulosa al 1% p/v), n = 10 

d) SHR-genisteína (10 mg/kg, por día, vía oral), n = 10 

 

La genisteína se interpuso en 1 ml de metilcelulosa al 1%. La administración se 

realizó diariamente por vía oral mediante una sonda esofágica y se prolongó durante 
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las 5 semanas de duración del tratamiento. El peso corporal se midió cada semana. El 

tratamiento se interrumpió 2 días antes de la finalización del periodo experimental 

para estudiar los efectos a largo plazo de la genisteína sin interferencia de los efectos 

agudos. 

 

2.1.2. Experimento II: Implicación de los mecanismos estrogénicos en los 

efectos de la genisteína en SHR. 

 

Se utilizaron 28 SHR machos que se distribuyeron aleatoriamente en los 

siguientes grupos: 

 

a) SHR-vehículo (metilcelulosa al 1% p/v),  n = 7 

b) SHR-genisteína (10 mg/kg, por día, vía oral), n = 7 

c) SHR-genisteína-ICI 182,780 (2,5 mg/kg, por día, s.c.), n = 7 

d) SHR-estradiol (2 mg/kg, por semana, s.c.), n = 7 

 

La duración del tratamiento fue de 5 semanas. La genisteína, al igual que en el 

experimento I, se interpuso en 1 ml de metilcelulosa al 1% y se administró 

diariamente por vía oral mediante una sonda esofágica. El ICI 182,780 y el estradiol  

se disolvieron en 0,5 ml de aceite de sésamo y se administraron vía subcutánea, 

diariamente o una vez por semana, respectivamente. El peso corporal se midió cada 

semana. El tratamiento se interrumpió 2 días antes del fin del experimento. 

 

2.1.3. Experimento III: Efectos protectores de la genisteína sobre la 

presión arterial y la función vascular en SHR ovariectomizadas. 

 

Esta experiencia se realizó con 32 SHR hembras que se dividieron, al azar, en 4 

grupos: 
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a) Control-vehículo (metilcelulosa al 1% p/v), n = 8 

b) OVX-vehículo (metilcelulosa al 1% p/v), n = 8 

c) OVX-genisteína (10 mg/kg, por día, vía oral), n = 8 

d) OVX-estradiol (2 mg/kg, por semana, s.c.), n = 8 

 

Las ratas de los grupos OVX se anestesiaron con 2,5 ml/kg de equitensina i.p. 

(500 ml contienen: 43% p/v de hidrato de cloral en 81 ml de etanol; 4,86 mg de 

nembutal; 198 ml de propilenglicol; 10,63 g de MgSO4; agua destilada) para la 

extirpación de los ovarios. Los animales del grupo control fueron sometidos a la 

misma manipulación quirúrgica pero sin la realización de la ovariectomía. Después de 

la intervención quirúrgica, se esperó 3 semanas para el inicio del tratamiento que se 

prolongó durante 5 semanas a partir de ese punto. Los animales vehículo recibieron 1 

ml de metilcelulosa 1 % p/v vía oral. La dosis de genisteína y estradiol así como los 

vehículos empleados y la pauta de administración, son los mismos que los utilizados 

en el experimento anterior. También se determinó semanalmente la evolución del peso 

de cada animal. Igual que en los experimentos anteriores, el tratamiento con genisteína 

se interrumpió 2 días antes del fin del experimento. 

 

 

2.2. MEDIDAS DE PRESIÓN ARTERIAL 

 

La presión arterial sistólica se midió semanalmente, en cada tratamiento, 

mediante pletismografía en la cola (Duarte y cols., 2001). Las medidas se tomaron 18-

20 horas después de la administración del fármaco en ratas conscientes, aisladas y 

precalentadas. Se realizaron, al menos, 7 determinaciones en cada sesión y se tomó 

como presión arterial sistólica la media de los tres valores más bajos que no diferían 

entre sí más de 5 mm Hg.  
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Al final del experimento I se midió, en 4 ratas conscientes de cada grupo, la 

frecuencia cardiaca y la presión arterial por registro directo. Con este objetivo, las 

ratas se anestesiaron con 2,5 ml/kg de equitensina. Posteriormente, se canuló la arteria 

femoral derecha con un catéter (PE-50) que contenía 100 U de heparina en una 

solución de NaCl  estéril e isotónica. El catéter se introdujo subcutáneamente y se 

exteriorizó a través de la piel hasta el dorso del cuello. Se permitió a  las ratas 

recuperarse durante 24 horas y tras conectar el catéter a un transductor y grabar en un 

registro de 2 canales (TRA-021 y Letigraph 2000, respectivamente; Letica SA, 

Barcelona, España), se midió de manera continúa la presión sanguínea y la frecuencia 

cardiaca durante 60 minutos. 

 

 

2.3. PARÁMETROS MORFOLÓGICOS 

 

Al final del periodo experimental, los animales se anestesiaron con éter etílico. Se 

realizó una incisión en el abdomen hasta visualizar la aorta descendente donde se 

procedió a la extracción de sangre utilizando una jeringa previamente heparinizada. 

Posteriormente, se obtuvo el plasma mediante centrifugación de esta sangre a 4000 

r.p.m. durante 10 minutos. El plasma obtenido fue alicuotado y congelado a –80 ºC 

hasta su análisis para la determinación de los niveles de estrógenos por inmunoensayo 

de electroquimioluminiscencia (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). 

A continuación, se procedió, rápidamente, a la extracción de los riñones, el 

corazón, y en el caso del tratamiento III, del útero. Los órganos se lavaron con 

solución Krebs fría y se secaron y pesaron para el estudio de sus cambios 

morfológicos, mediante el análisis de la relación del peso del órgano y peso corporal 

del animal. En el caso del corazón, una vez pesado, se eliminó la aurícula y el 

ventrículo derecho y el tejido restante (ventrículo izquierdo más septo) se volvió a 

pesar para calcular el índice de peso del ventrículo izquierdo y el peso del corazón. 
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2.4. ESTUDIOS DE REACTIVIDAD VASCULAR 

 

Los estudios de reactividad a agentes vasoconstrictores y vasodilatadores se 

realizaron en aortas torácicas procedentes de los distintos grupos experimentales. Para 

la preparación del tejido se procedió de manera similar a la descrita en el apartado 

1.2.1.  para los experimentos in vitro. 

 

2.4.1. Protocolos del experimento I y II 
 

Se valoró la función endotelial realizando curvas concentración-respuesta a ACh 

(10-8 M-10-5 M) en anillos aórticos intactos precontraídos con fenilefrina (10-7 M). Las 

curvas concentración-respuesta relajante a NPS (10-10 M-10-5 M) se efectuaron en 

oscuridad sobre anillos desprovistos de endotelio y precontraídos con noradrenalina 

10-6 M. Las contracciones dependientes de endotelio a ACh (10-8 M-10-4 M) se 

ensayaron en anillos que habían sido inicialmente estimulados con KCl 80 mM e 

incubados durante 30 minutos con L-NAME (10-4 M) (ver apartado 1.2.2). 

 

2.4.2. Protocolos del experimento III 

 

En esta experiencia se estudió, igual que en las anteriores, la función endotelial. 

Para ello se realizaron curvas concentración-respuesta a ACh (10-8 M-10-5 M) en los 

anillos precontraídos con fenilefrina 10-6 M. También se efectuaron curvas 

concentración-respuesta a NPS (10-10 M-10-5 M) en anillos desprovistos de endotelio.  

Para evaluar la formación de NO basal, se midió la contracción inducida por la 

incubación, durante 30 minutos, con el inhibidor de la NOS, L-NAME (10-4 M), en 

anillos precontraídos con fenilefrina hasta aproximadamente, un 40 % de la 

contracción máxima. 

En otros anillos aórticos, se observó la respuesta a distintos agentes 

vasoconstrictores. Para ello, se eliminó el endotelio de estos anillos y una vez 
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transcurrido el periodo de estabilización, se añadió al baño concentraciones crecientes 

acumulativas de noradrenalina (10-9 M-10-6 M) cada 5 minutos o de Ang II (10-10 M-

10-6 M) cada 10.  

 

2.5. ACTIVIDAD ÓXIDO NÍTRICO SINTASA VASCULAR 

 

En muestras del tratamiento I y II se estudió la actividad NOS determinando la 

conversión de L-[3H]arginina a L-[3H]citrulina (Mitchell y cols., 1991). Para ello, se 

homogenizaron los anillos aórticos tal y como se describió en el apartado 1.4. Las 

muestra homogeneizadas se incubaron a 37 ºC durante 30 minutos con el tampón de 

reacción Tris-HCl (50 mM; pH 7,4) en presencia de NADPH (1 mM), L-valina (10 

mM) y una mezcla de L-arginina y L-[3H]arginina (10 μM; 1 μCi/ml). Tras este 

periodo de tiempo se detuvo la reacción y se procedió a la separación de la L-

[3H]citrulina de la arginina empleando una resina de intercambio iónico (véase 

apartado 1.4). La actividad de la NOS dependiente de Ca2+ se determinó de la 

diferencia entre la L-[3H]citrulina producida por las muestras que contenían Ca2+ y las 

muestras incubadas sin Ca2+ y con EGTA 1 mM. La radioactividad se midió en el 

sobrenadante por un contador de centelleo. Los resultados se expresaron en picomoles 

de L-citrulina/miligramo de proteína/30 minutos. 

 

2.6. WESTERN BLOT 

 
Preparación de las muestras 

 

Las determinaciones se realizaron en anillos aórticos o en el ventrículo izquierdo, 

que se homogeneizaron en un potter de vidrio, en frío. Los homogenados se 

centrifugaron a 15000 g durante 30 minutos a 4 ºC. 
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Tampón de homogenización: 

 -HEPES 10 mM pH = 7,4 

 -Sacarosa  0,32 M 

 -EDTA 100 μM 

 -Ditiotreitol 1mM 

 -Fluoruro de fenil-metil-sulfonilo 1 mg/ml 

 -Leupeptina 10 μg /ml 

 

En el sobrenadante de los homogenados aórticos se estudió la expresión de 

NOSe, caveolina-1, -3, calmodulina-1 y receptor AT-1 y en el homogenado de 

ventrículo izquierdo, la de caveolina-1 y -3. Las proteínas se cuantificaron por 

Bradford (1976).  

 

Descripción de la técnica: 

 

Cantidades equivalentes de proteína (40 μg para NOSe, caveolina-1, -3, 

calmodulina-1 y 25 μg para receptor  AT-1) de cada muestra suspendidas en tampón 

de carga y desnaturalizadas por ebullición durante 5 minutos, se separaron mediante 

electroforesis en un gel de dodecilsulfato sódico (SDS)-poliacrilamida (8% para 

NOSe, 10% para receptor AT-1 o 15% para el resto de proteínas) en un sistema de 

mini-gel (Bio-Rad). Posteriormente, las proteínas se transfirieron a membranas de di-

fluoruro de polivinilideno (PVDF) y se incubaron con tampón de bloqueo durante 2 

horas a temperatura ambiente. Tras este periodo de tiempo, se procedió a la 

incubación, durante toda la noche, con el anticuerpo primario monoclonal de ratón 

anti-NOSe (dilución 1:2500, Transduction Laboratorios), el monoclonal de ratón anti-

caveolina-1 (dilución 1:600, Transduction Laboratorios), el monoclonal de ratón anti-

caveolina-3 (dilución 1:2500, Transduction Laboratorios), el policlonal de cabra anti-

calmodulina-1 (dilución 1:1000, Santa Cruz Biotechnology) o el policlonal de conejo 

anti-receptor AT-1 (dilución 1:1000, Santa Cruz Biotechnology). Seguidamente, las 
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membranas se lavaron con tampón TBS-T 3 veces cambiando dicha solución cada 5 

minutos, y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con el 

correspondiente anticuerpo secundario (1:2000, Sigma-Aldrich, Madrid, España). Tras 

el lavado, las membranas se incubaron con una solución ECL (PerkinElmer Life 

Sciences, Boston) durante 1 minuto y se expusieron a una película autoradiográfica 

para detectar la quimioluminiscencia. Las películas se escanearon y se realizó un 

análisis por densitometría usándose Scion Image-Release Beta 4.02 software.  

Como un control adicional, las membranas se reusaron para estudiar la expresión 

de α-actina. Se calculó el cociente abundancia de proteína/α-actina y el resultado se 

presentó en comparación con el cociente de la muestra procedente de ratas WKY-

control, en el experimento I, o SHR-control, en el experimento II y III, del mismo gel, 

al que se dio el valor 100%. 

  

 

2.7. DETECCIÓN IN SITU DE LA PRODUCCIÓN VASCULAR DE O2
- 

 

El dihidroetidio (DHE) entra en las células y es oxidado por O2
- hasta producir 

etidio, que se une al ADN produciendo fluorescencia roja brillante. Para estudiar la 

producción vascular O2
-, los anillos aórticos torácicos fueron incluídos en OCT 

(Tissue-Tek® OCT Compound, Sakura) y congelados (-80 ºC). Posteriormente, 

mediante un criostato (Microm International Model HM500 OM), se realizaron cortes 

transversales de 10 μm cada uno. Los cortes se llevaron a una cámara húmeda donde 

se incubaron en una solución de HEPES tamponada (en mM:  NaCl 130, KCl 5, 

MgCl2  1,2, Glucosa 10, y HEPES 10, pH 7,3 con NaOH) durante 30 minutos, a 37 ºC. 

Transcurrido este tiempo, se procedió a un nueva incubación en una solución HEPES 

que contenía DHE (10-5 M) durante 30 minutos y en oscuridad. A continuación, las 

preparaciones se tiñieron con el marcador nuclear, dilactato de 4´,6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI,  3x10-7M), durante 5 minutos a 37 ºC. Se examinaron cuatro 
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secciones de cada preparación en un microscopio de fluorescencia (Leica DM IRB, 

Wetzlar, Alemania) usando un objetivo 40x con las siguientes parejas de filtros de 

excitación/ emisión: 340-380 nm/ 425 nm de longitud de onda para visualizar la 

fluorescencia azul del DAPI, BP450-490 nm/ 515 nm para visualizar la 

autofluorescencia verde de la elastina y 545-30 nm/ 610-75 nm para visualizar la 

fluorescencia roja del etidio. Las secciones se fotografiaron con una cámara digital a 

color Leica DC300F, y las imágenes se grabaron par ser analizadas. La fluorescencia 

del etidio y del DAPI se cuantificó usando ImageJ (ver 1.32j, NIH, 

http://rsb.info.nih/ij/). La producción de O2
- se estimó del cociente de la fluorescencia 

etidio/DAPI. 

 

 

2.8. REACTIVOS 

 

Los reactivos procedían de Sigma Chemical, excepto el  ICI 182,780, que fue 

amablemente cedido por  AstraZeneca, Cheshire, Inglaterra.                 

  

 

2.9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 
Los resultados se expresaron como la media aritmética ± SEM. El análisis 

estadístico se realizó mediante el test de la t-student o utilizando un análisis ANOVA 

de 2 vías o de una vía seguida del test de Newman Keuls, según el caso. Se consideró 

estadísticamente significativa una P < 0,05. Las curvas concentración-respuesta se 

ajustaron a la ecuación logística E = Emax / (1 + 10 -k *([fármaco]-pD2)), donde Emax es el 

efecto máximo, k es un factor que representa la pendiente de la curva y pD2 es la 

concentración molar de fármaco que produce el 50 % del Emax expresada como 

logaritmo negativo. 
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1. EFECTOS IN VITRO DE GENISTEÍNA Y DAIDZEÍNA SOBRE LA 

DISFUNCIÓN ENDOTELIAL EN SHR 

 

1.1. Efectos de las isoflavonas en la relajación inducida por acetilcolina 

 

La relajación a ACh fue menor en los anillos aórticos procedentes de SHR en 

comparación con los de WKY (Figura 7; P < 0,01). En aortas WKY que se habían 

incubado con genisteína, daidzeína o 17β–estradiol, no se modificó la relajación 

máxima a ACh (Figura 8, A-C). Sin embargo, tanto las isoflavonas como el estrógeno 

aumentaron significativamente la respuesta relajante inducida por ACh en anillos SHR 

(P < 0,05 versus vehículo; Figura 8, D-F) llegando a valores similares a los 

encontrados en ratas WKY. 
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Figura 7. Curva concentración-respuesta a acetilcolina (ACh) en anillos aórticos con endotelio 
contraídos con fenilefrina (Phe) procedentes de WKY o SHR. (A) Trazas representativas. (B) Los valores 
expresan la media ± SEM (n = 9).* P < 0,05; ** P < 0,01 WKY versus SHR. 
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Figura 8. Efectos de genisteína, daidzeína y  17β–estradiol, todos a 10 μM, sobre los efectos relajantes 
dependientes de endotelio de la acetilcolina (ACh) en arterias contraídas con fenilefrina procedentes de 
WKY o SHR. Los valores expresan la media ± SEM (n = 7-10).* P< 0,05; ** P<0,01 tratados versus 
vehículo (DMSO). Las barras muestran la intensidad de la contracción inducida por fenilefrina en 
presencia (columna naranja) o ausencia (columna verde) de los fármacos antes de la adición de ACh. 
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La incubación con el antagonista del RE, ICI 182,780, no alteró el efecto de 

genisteína, daidzeína o 17β–estradiol en la respuesta relajante inducida por ACh en 

anillos SHR (Figura 9).  
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Figura 9. Efectos del ICI 182,780 (1μM) en la potenciación de la respuesta relajante a acetilcolina 
(ACh) de  genisteína, daidzeína y  17β–estradiol (10 μM) en anillos aórticos SHR. Los valores expresan 
la media ± SEM (n = 6-10). La linea discontinua en A, B y C indica la curva obtenida con el vehículo 
(procedente de la Fig. 2) para fines comparativos. 
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La adición de SOD (100 U/ml) al baño incrementó la relajación provocada por 

ACh en SHR pero no modificó la mejora en la respuesta relajante a ACh inducida por 

las isoflavonas o el 17β–estradiol (Figura 10). 
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Figura 10. Efectos de la superóxido dismutasa (SOD 100 U/ml) en la potenciación de la respuesta 
relajante a acetilcolina (ACh) de  genisteína, daidzeína y  17β–estradiol (10 μM) en anillos aórticos 
SHR. Los valores expresan la media ± SEM (n = 5-10). La linea discontinua en A, B y C indica la curva 
obtenida con el vehículo (procedente de la Fig. 2) para fines comparativos. 
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En anillos aórticos sin endotelio de SHR, no se modificó la relajación a NPS con 

la incubación previa con genisteína, daidzeína o 17β–estradiol (Figura 11). 
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Figura 11. Efectos de genisteína, daidzeína y  17β–estradiol, todos a 10 μM, sobre los efectos relajantes  
de nitroprusiato sódico (NPS) en arterias sin endotelio contraídas con fenilefrina procedentes de SHR. 
Los valores expresan la media ± SEM (n = 6-7).* P< 0,05; ** P<0,01 tratados versus vehículo (DMSO). 
Las barras muestran la intensidad de la contracción inducida por fenilefrina en presencia (columna 
naranja) o ausencia (columna verde) de los fármacos antes de la adición de NPS.  
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1.2. Efectos de las isoflavonas en la actividad NOS vascular 
 

La actividad NOS, determinada por la conversión de L-[3H]arginina a L-

[3H]citrulina, fue menor en los homogenados aórticos de SHR que en los de WKY 

(38% de los de WKY, p < 0,01). La incubación con genisteína, daidzeína y 17β–

estradiol incrementó la actividad tanto en los animales WKY como en los SHR 

(Figura 12). 
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Figura 12. Efectos de genisteína, daidzeína y  17β–estradiol, todos a 50 μM, sobre la actividad NOS en 
homogenados aórticos procedentes de WKY y SHR determinada por la conversión de L-[3H]arginina a L-
[3H]citrulina. Los valores expresan la media ± SEM (n = 8). ** P < 0,01 versus WKY; + P < 0,05 
tratados versus vehículo (DMSO). 

 

 

1.3. Efectos de las isoflavonas en la producción vascular de O2
- 

 

No se encontraron diferencias entre la liberación basal de O2
- de anillos aórticos 

SHR y WKY. Sin embargo, la estimulación con NADPH, aumentó los niveles de esta 

especie radicalaria en SHR respecto a WKY. Genisteína, daidzeína y 17β–estradiol 

inhibieron la producción de O2
- pero sólo en aortas de animales hipertensos (Figura 

13). La SOD (100 U/ml) suprimió la señal de quimioluminiscencia en condiciones 
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basales y estimuladas por NADPH. El inhibidor de la NAD(P)H oxidasa, DPI (20 

μM), también inhibió (por ~85%) la producción de O2
- generada por NADPH en 

ambas cepas (los datos no se muestran). 
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Figura 13. Efectos de genisteína, daidzeína y  17β–estradiol, todos a 50 μM, sobre la producción de O2

- 
basal y estimulada con NADPH (100 μM) en arterias procedentes de WKY y SHR. Los valores expresan 
la media ± SEM (n = 7-10). ** P < 0,01 versus WKY; + P < 0,05 tratados versus vehículo (DMSO).  

 

 

1.4. Efectos de las isoflavonas en la contracción inducida por acetilcolina 

 

 La ACh produjo una respuesta contráctil en anillos aórticos de SHR previamente 

incubados con L-NAME, que fue casi ausente en los de WKY. Esta respuesta se 

suprime por el tratamiento con el inhibidor de la COX indometacina (10 μM; no 

mostrado). Genisteína, daidzeína y 17β–estradiol, inhibían la contracción producida 

por ACh de una forma concentración-dependiente (Figura 14, A-C).  
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Figura 14. Efectos de genisteína, daidzeína y  17β–estradiol, todos a 10 y 50 μM, sobre los efectos 
contráctiles dependientes de endotelio de la acetilcolina (ACh) en arterias incubadas con L-NAME 
procedentes de WKY o SHR. Los valores expresan la media ± SEM (n = 7-10). ** P<0,01 versus WKY;  
+ P < 0,05;  ++ P < 0,01 tratados versus vehículo (DMSO).  
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La incubación con el antagonista del RE, ICI 182,780, no alteró la reducción en la 

respuesta contráctil a ACh inducida por genisteína, daidzeína y 17β–estradiol (50 μM) 

en SHR (Figura 16, A-C). 
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Figura 16. Efectos del ICI 182,780 (1μM) sobre la inhibición de la respuesta contráctil a acetilcolina 
(ACh) de  genisteína, daidzeína y  17β–estradiol (10 μM) en anillos aórticos SHR tratados con L-NAME 
(100 μM). Los valores expresan la media ± SEM (n = 5-10). La linea discontinua en A, B y C indica la 
curva obtenida con el vehículo para fines comparativos. 
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1.5. Efectos de las isoflavonas en la liberación de prostanoides 

 

 Se determinó la liberación aórtica de TXA2, PGF2α y PGH2 en animales SHR y 

WKY, en condiciones basales y tras la estimulación con ACh (Figura 17). En WKY, 

ni la adición de ACh ni la eliminación del endotelio a los anillos aórticos, modificó la 

liberación de TXA2, PGF2α y PGH2. 

La producción aórtica basal de TXA2 era mayor en SHR que en WKY pero la 

ACh no potenció más este incremento. La incubación con genisteína, daidzeína y 17β–

estradiol redujo la producción de TXA2 en SHR.  

La liberación de PGF2α y PGH2 de aortas con endotelio SHR, sí se incrementó tras 

la estimulación con ACh y este aumento se inhibió con genisteína, daidzeína y 17β–

estradiol. 

 

 

1.6. Efectos de las isoflavonas en la contracción inducida por U46619 

 

 No se observaron diferencias en la respuesta vasoconstrictora al agonista del 

receptor TP, U46619, en anillos aórticos sin endotelio de SHR y WKY (pD2 = 8,13 ± 

0,03, n = 6 y 7,97 ± 0,07, n = 7, respectivamente; P > 0,05). La incubación con 

genisteína, daidzeína y 17β–estradiol (10 y 50 μM) produjo, de manera dependiente de 

concentración, un desplazamiento de la curva del U46619 hacia la derecha, tanto en 

SHR como en WKY (Figura 18).  
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Figura 17. Efectos de genisteína, daidzeína y  17β–estradiol, todos a 10 μM, sobre la producción de 
TXA2, PGF2α y PGH2 en el medio de incubación de anillos aórticos procedentes de WKY o SHR 
estimulados con acetilcolina (ACh) en presencia de L-NAME. Los valores expresan la media ± SEM (n = 
7-10). # P < 0,05 ACh versus valores basales; * P < 0,05 versus WKY; + P < 0,05  y ++ P < 0,01, 
respectivamente, versus anillos con endotelio tratados con ACh en ausencia de isoflavonas.  
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Figura 18. Efectos de genisteína, daidzeína y 17β–estradiol, todos a 10 y 50 μM, sobre las contracciones 
inducidas por U46619 en anillos aórticos desprovistos de endotelio procedentes de WKY y SHR. Los 
valores expresan la media ± SEM (n = 6-10). * P < 0,05 y ** P < 0,01  versus anillos tratados con 
vehículo (DMSO). 
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2. EFECTOS DE LA GENISTEÍNA EN EL TRATAMIENTO DE LA 

HIPERTENSIÓN Y LA DISFUNCIÓN ENDOTELIAL EN SHR.  

IMPLICACIÓN DE MECANISMOS ESTROGÉNICOS. 

 

2.1. Presión arterial y frecuencia cardiaca 

 

La administración  crónica de genisteína redujo de forma progresiva la presión 

arterial en SHR alcanzando diferencias estadísticamente significativas hacía la mitad 

del tratamiento (segunda semana), sin provocar ningún cambio en las ratas WKY. Los 

valores de presión obtenidos en la cola fueron confirmados al realizar medidas de 

presión arterial por registro directo en animales conscientes. La frecuencia cardiaca en 

las SHR control era mayor que en los animales WKY control, pero la genisteína no 

modificó este parámetro ni en SHR ni en WKY (Figura 19).  
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Figura 13. (A) Evolución en el tiempo de la presión arterial sistólica medida mediante pletismografía en 
la cola de animales WKY-vehículo (n = 10), WKY-genisteína (n = 10), SHR-vehículo (n = 10), SHR-
genisteína (n = 10) y (B) medidas directas de la presión arterial media y la frecuencia cardiaca de las 
ratas tratadas con vehículo (WKY y SHR, n = 4) y con genisteína (WKY y SHR, n = 4), respectivamente. 
Los valores expresan la media ± SEM. * P<0,05, ** P<0,01 versus WKY-vehículo; # P<0,05, ## P<0,01 
versus SHR-vehículo. 
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El 17β–estradiol no cambió la evolución de la presión arterial de las SHR y el 

antagonista específico de RE, ICI 182,780, no alteró el efecto antihipertensivo 

inducido por el tratamiento crónico oral con genisteína (Figura 20). 
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Figura 20. Evolución en el tiempo de la presión arterial sistólica medida mediante pletismografía en la 
cola de SHR-vehículo (n = 7), SHR-genisteína (n = 7), SHR-genisteína-ICI 182,780 (n = 7), SHR-
estradiol (n = 7). Los valores expresan la media ± SEM. #P < 0,05, ##P < 0,01 versus SHR-vehículo. 
 

 

2.2. Variables morfológicas 

 

 En el experimento I, el peso corporal final era significativamente menor en los 

animales tratados con genisteína que en los tratados con vehículo. En ratas WKY, la 

genisteína origina una menor ganancia de peso a lo largo del periodo experimental 

(WKY-vehículo = 17,1 ± 0,7 %; WKY-genisteína = 7,7 ± 2,1 %; P < 0,01), mientras 

que en SHR no afecta a la ganancia de peso (SHR-vehículo = 2,5 ± 0,8 %; SHR-

genisteína = 2,1 ± 0,7 %; P > 0,05) sino que el menor peso final observado en el grupo 

genisteína es consecuencia de un peso inicial de los animales inferior al del grupo 

vehículo. De hecho, en el experimento II, el tratamiento con genisteína no modificó el 

peso corporal final, sin embargo, el tratamiento con 17β–estradiol sí lo redujo 
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(ganancia de Pcorp en SHR-vehículo = 1,3 ± 0,5 %; SHR-estradiol = -13,6 ± 0,8 %; P 

< 0,01).  

El índice PVI/Pcorp fue mayor en las SHR control que en las ratas WKY control. 

El tratamiento con genisteína y con 17β–estradiol no modificó este parámetro. El 

índice PVI/PC, considerado como un índice de hipertrofia absoluta del ventrículo 

izquierdo, fue similar en los cuatro grupos SHR (Tabla 1 y 2). 

 

Tabla 1. Peso corporal y peso de los órganos. 

 

Grupos Pcorp (g) PC (mg) PVI (mg) PR (mg) 

Experimento I     

WKY-vehículo (n = 10) 362 ± 7 1098 ± 69 760 ± 31 1044 ± 25 

WKY-genisteína  (n = 10) 325 ± 7 1022 ± 26 722 ± 17 989 ± 20 

SHR-vehículo (n = 10) 342 ± 4* 1143 ± 25 863 ± 20* 1004 ± 10 

SHR-genisteína (n = 10) 330 ± 4# 1123 ± 18 840 ± 20 951 ± 19#

Experimento II     

SHR-vehículo (n = 7) 345 ± 11 1272 ± 38 961 ± 34 1026 ± 32 

SHR-genisteína (n = 7) 361 ± 6 1332 ± 37 1014 ± 27 1074 ± 35 

SHR-genisteína-ICI182,780 (n=7) 355 ± 12 1310 ± 57 1002 ± 45 1002 ± 61 

SHR-estradiol (n = 7) 297 ± 12# 1116 ± 29# 847 ± 37# 878 ± 37#

 
Pcorp indica peso corporal; PC, peso del corazón; PVI, peso del ventrículo izquierdo; PR, peso del 
riñón. Los valores expresan la media ± SEM. En el Experimento I, *P < 0,05 SHR-vehículo versus WKY-
vehículo y #P < 0,05 SHR-genisteína versus SHR-vehículo. En el Experimento II, #P < 0,05 SHR-17β-
estradiol versus SHR-vehículo. 
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Tabla 2. Indices cardiacos y renales. 
 

 

Grupos PVI/PC PVI/Pcorp PR/Pcorp 

Experimento I    

WKY-vehículo (n = 10) 0,70 ± 0,01 2,09 ± 0,07 2,88 ± 0,03 

WKY-genisteína  (n = 10) 0,71 ± 0,01 2,23 ± 0,03 3,05 ± 0,05 

SHR-vehículo (n = 10) 0,76 ± 0,01** 2,52 ± 0,04** 2,94 ± 0,04 

SHR-genisteína (n = 10) 0,75 ± 0,01 2,55 ± 0,06 2,88 ± 0,03 

Experimento II    

SHR-vehículo (n = 7) 0,75 ± 0,01 2,79 ± 0,12 2,94 ± 0,04 

SHR-genisteína (n = 7) 0,76 ± 0,01 2,81 ± 0,06 2,97 ± 0,07 

SHR-genisteína-ICI182,780 (n = 7) 0,76 ± 0,01 2,82 ± 0,10 2,81 ± 0,10 

SHR-17β-estradiol (n = 7) 0,76 ± 0,01 2,87 ± 0,07 2,96 ± 0,06 
 
Pcorp indica peso corporal; PC, peso del corazón; PVI, peso del ventrículo izquierdo; PR, peso del 
riñón. Los valores expresan la media ± SEM. En el Experimento I,**P < 0,01 SHR-vehículo versus WKY-
vehículo. En el Experimento II, #P < 0,05 SHR-17β-estradiol versus SHR-vehículo. 
 

 

 

2.3. Reactividad vascular 

  

En las aortas de las ratas WKY y SHR tratadas con genisteína, no se observaron 

diferencias en la respuesta vasodilatadora independiente de endotelio al dador de NO 

NPS en vasos precontraídos con noradrenalina, ni en la respuesta vasoconstrictora 

inducida por noradrenalina, al compararlas con sus respectivos controles de los grupos 

SHR y WKY (Tabla 3).  
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Tabla 3. Parámetros de la curva concentración-respuesta de factores vasoactivos 

independientes de endotelio. 

 

Grupos Noradrenalina (10-9-10-6 M) NPS (10-9-10-6 M) 

 - log CE50 Emax (g) - log CI50 Emax (%) 

Experimento I     

WKY-vehículo (n = 10) 8,27 ± 0,10 2,27 ± 0,27 7,36 ± 0,10 98,4 ± 1,0 

WKY-genisteína  (n = 10) 8,20 ± 0,05 2,66 ± 0,33 7,58 ± 0,17 97,8 ± 2,4 

SHR-vehículo (n = 10) 7,94 ± 0,17 1,92 ± 0,26 7,36 ± 0,15 97,0 ± 2,1 

SHR-genisteína (n = 10) 7,79 ± 0,10 1,92 ± 0,21 7,46 ± 0,22 96,4 ± 4,8 

Experimento II     

SHR-vehículo (n = 7) 7,83 ± 0,06 1,30 ± 0,18 7,94 ± 0,10 99,1 ± 1,0 

SHR-genisteína (n = 7) 7,89 ± 0,09 1,45 ± 0,17 7,94 ± 0,08 96,8 ± 2,4 

SHR-genisteína-ICI182,780 (n=7) 7,80 ± 0,06 1,31 ± 0,08 7,86 ± 0,15 97,5 ± 2,7 

SHR-estradiol (n = 7) 7,81 ± 0,07 1,48 ± 0,13 7,92 ± 0,06 100,2 ± 2,0 

 
 Los datos expresan la media ± SEM. Efecto máximo (Emax) para noradrenalina se expresa como g de 
contracción y para nitroprusiato sódico (NPS) como porcentaje de relajación de la precontración con 
noradrenalina. –log CE50 es la concentración del fármaco (M) que produce el 50 % del efecto máximo 
expresado como el logaritmo molar negativo. –log CI50 es la concentración del fármaco (M) que relaja el 
50 % de la precontración con noradrenalina expresado como el logaritmo molar negativo. 

 

 

Las aortas procedentes de SHR tratadas con vehículo mostraban una menor 

respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio a ACh que las procedentes de 

WKY control (Emax= 32,5 ± 5,2 % versus 71,9 ± 4,1 %, respectivamente, P < 0,05) 

(Figura 15A). Además, en presencia de L-NAME (10-4 M), las aortas de SHR también 

tenían una mayor respuesta vasoconstrictora a ACh que sus correspondientes animales 

normotensos WKY (48,7 ± 3,9 % versus 15,6 ± 4,8 % de la respuesta a KCl 80 mM, 

respectivamente) (Figura 16). La genisteína potenció la relajación a ACh en SHR 
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(Figura 21A y 21B), sin producir cambios en la vasoconstricción dependiente de 

endotelio provocada por ACh (Figura 22). 

El experimento II mostró que el ICI 182,780 no modificaba la mejora de la 

función endotelial inducida por genisteína en SHR (Figura 21B) y que, de forma 

similar a la genisteína, el 17β–estradiol incrementó la vasodilatación inducida por 

ACh en ratas hipertensas (Figura 21B). 
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Figura 15. Relajación dependiente de endotelio inducida por acetilcolina (ACh) (A) en aortas de SHR-
vehículo (n = 10), SHR-genisteína (n = 10), WKY-vehículo (n = 10) y WKY-genisteína  (n = 10) y (B) en 
aortas de SHR-vehículo (n = 7), SHR-genisteína (n = 7), SHR-genisteína-ICI 182,780 (n = 7) y SHR- 
17β–estradiol  (n = 7). Las relajaciones a ACh se realizaron en arterias contraídas con fenilefrina 10-7M.  
Los valores expresan la media ± SEM. *P < 0,05, **P < 0,01 versus WKY-vehículo; #P < 0,05, ##P < 
0,01 versus SHR-vehículo. 
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Figura 22. Contracción dependiente de endotelio inducida por acetilcolina (ACh) en aortas de SHR-
vehículo (n = 10), SHR-genisteína (n = 10), WKY-vehículo (n = 10) y WKY-genisteína  (n = 10). Las 
contracciones a ACh se realizaron en arterias tratadas con L-NAME (10-4 M) y se expresaron como 
porcentaje de la respuesta a KCl 80 mM. Los valores expresan la media ± SEM. *P < 0,05, **P < 0,01 
versus WKY-vehículo. 
 

 

2.4. Actividad NOS vascular y expresión de la NOSe y sus proteínas 

reguladoras  

 

La actividad NOSe fue menor en los homogenados aórticos de SHR no tratadas 

que en los de WKY control (Figura 23A). Paradójicamente, la expresión de la proteína 

NOSe en la aorta estaba incrementada en SHR en comparación con su correspondiente 

grupo WKY (Figura 24A). Además, se observaron cambios en la expresión de 

caveolina-1 y -3, dos reguladores alostéricos negativos de la NOSe, y en la 

calmodulina-1 que regula positivamente la actividad de la NOSe. La expresión de la 

caveolina-1 y -3 y de la calmodulina-1 fue menor en aortas SHR control que en las 

WKY (Figura 24B, 24C y 24D).  
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Tras el tratamiento de las SHR con genisteína, la expresión de la proteína NOSe 

no sufrió ningún cambio (Figura 34A) sin embargo, la genisteína redujo la expresión 

de la caveolina-1 en WKY (Figura 24B) y de caveolina-3 en animales WKY y SHR 

(Figura 24C) mientras que la calmodulina-1 se incrementó sólo en SHR (Figura 24D). 

Cuando tratamos las SHR con ICI 182,780 más genisteína, el ICI 182,780 no modificó 

ni el incremento de la actividad NOSe vascular (Figura 23B) ni los cambios en la 

expresión de la caveolina-3 y calmodulina inducidos por la genisteína (Figura 25C y 

25D). Sin embargo, los anillos aórticos de este grupo mostraron una regulación al alza 

en la expresión de NOSe comparada con el grupo de genisteína (Figua 25A).  De 

forma similar a la genisteína, los anillos aórticos SHR tratados con 17β–estradiol 

durante 5 semanas, mostraban una mayor actividad NOSe (Figura 23B). Sin embargo, 

el 17β–estradiol incrementaba la expresión de la NOSe y calmodulina-1 (Figura 25A y 

25D) y reducía la de la caveolina-1 (Figura 25B). 

500

1000

1500

0

A
ct

iv
id

ad
 N

O
Se

 
(p

m
ol

ci
tr

ul
lin

a/
m

g
pr

ot
/3

0 
m

in
)

WKY SHR

genisteína
vehículo

**
#

A

genisteína-ICI182,780

500

1000

1500

0

A
ct

iv
id

ad
 N

O
Se

 
(p

m
ol

ci
tr

ul
in

a/
m

g
pr

ot
/3

0 
m

in
)

SHR

vehículo
genisteína

estradiol

##
##

##

B

 
Figura 23. Actividad NOSe determinada por la conversión de L-[3H]arginina a L-[3H]citrulina en 
homogenados aórticos (A) de SHR-vehículo (n = 10), SHR-genisteína (n = 10), WKY-vehículo (n = 10) y 
WKY-genisteína  (n = 10) y (B) de ratas SHR-vehículo (n = 7), SHR-genisteína (n = 7), SHR-genisteína-
ICI 182,780 (n = 7) y SHR-estradiol  (n = 7). Los valores expresan la media ± SEM. **P < 0,01 versus 
WKY-vehículo; #P < 0,05, ##P < 0,01 versus SHR-vehículo. 
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Figura 24. Western blots de las proteínas NOSe (A), caveolina-1 (B), caveolina-3 (C) y calmodulina-1 
(D) en aorta (representativo de 4 experimentos) de los grupos WKY-vehículo (W), WKY-genisteína 
(WG), SHR-vehículo (S) y SHR-genisteína (SG), del experimento I. Los resultados se presentan como el 
cociente abundancia de proteína/α-actina y en comparación con el cociente de la muestra procedente de 
ratas WKY control del mismo gel, al que se dio el valor 100%. Los valores expresan la media ± SEM. 
**P < 0,01 versus WKY-vehículo; #P < 0,05, ##P < 0,01 versus SHR-vehículo. 

 

 103



Resultados 

50

100

150

0

%
 d

en
si

da
d 

N
O

Se
/α

-a
ct

in
a

200

genisteína-ICI182,780

vehículo
genisteína

estradiol

#

##

NOSe

α-actina
S SG SGI SE

A
Cav-1

α-actina
S SG SGI SE

150

50

100

0

%
 d

en
si

da
d 

C
av

-1
/α

-a
ct

in
a

#

B

50

100

150

0

%
 d

en
si

da
d 

C
av

-3
/α

-a
ct

in
a

## ##

Cav-3

α-actina
S SG SGI SE

C

50

100

150

0%
 d

en
si

da
d 

ca
lm

od
ul

in
a/
α-

ac
tin

a 200
##

## ##

S SG SGI SE

Calmodulina

α-actina
D

 
Figura 19. Western blots de las proteínas NOSe (A), caveolina-1 (B), caveolina-3 (C) y calmodulina-1 
(D) en aorta (representativo de 4 experimentos) de los grupos SHR-vehículo (S), SHR-genisteína (SG), 
SHR-genisteína-ICI 182,780 (SGI) y SHR-estradiol (SE), del experimento II. Los resultados se presentan 
como el cociente abundancia de proteína/α-actina y en comparación con el cociente de la muestra 
procedente del grupo SHR control del mismo gel, al que se dio el valor 100%. Los valores expresan la 
media ± SEM. #P < 0,05, ##P < 0,01 versus SHR-vehículo. 
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En arterias sin endotelio, la expresión de calmodulina-1 fue menor que en las 

arterias intactas, aunque no hubo diferencias entre los grupos (los datos no se 

muestran), lo que nos indica que los cambios en la expresión de calmodulina-1 se 

producen en el endotelio y no en el músculo liso. 

 

2.5. Expresión de caveolina-1 y -3 en el ventrículo izquierdo 

 

La expresión de caveolina-1 y -3 fue menor en el ventrículo izquierdo de SHR 

que en el de WKY control. El tratamiento con genisteína redujo la expresión de la 

caveolina-1 tanto en ratas WKY como en SHR sin afectar a los niveles de caveolina-3 

(Figura 26). 
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Figura 26. Western blots de las proteínas caveolina-1 (A) y caveolina-3 (B) en corazón (representativo 
de 4 experimentos) de los grupos WKY-vehículo (W), WKY-genisteína (WG), SHR-vehículo (S) y SHR-
genisteína (SG), del experimento I. Los resultados se presentan como el cociente abundancia de 
proteína/α-actina y en comparación con el cociente de la muestra procedente de ratas WKY control del 
mismo gel, al que se dio el valor 100%. Los valores expresan la media ± SEM. *P < 0,05 versus WKY-
vehículo;  #P < 0,05 versus SHR-vehículo. 
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2.6. Producción vascular de O2
- 

 

No se encontraron diferencias entre la liberación basal de O2
- de anillos aórticos 

SHR y WKY. La estimulación con NADPH 100 μM, aumentó los niveles de O2
- en 

ambas cepas pero el incremento fue mayor en SHR que en WKY control. La 

incubación previa de segmentos aórticos procedentes de ratas WKY y SHR de edad 

similar con el inhibidor de la NAD(P)H oxidasa, DPI (10 μM), suprimió el incremento 

inducido por NADPH  (los datos no se muestran). 

El tratamiento crónico con genisteína inhibió la producción de O2
- estimulada por 

NADPH pero sólo en aortas SHR sin producir cambios en las de animales 

normotensos (Figura 27).  
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Figura 27. Poducción de O2

- estimulada con NADPH (100 μM) en arterias procedentes de SHR-vehículo 
(n = 10), SHR-genisteína (n = 10), WKY-vehículo (n = 10) y WKY-genisteína  (n = 10). Los valores 
expresan la media ± SEM. * P < 0,05 versus WKY; # P < 0,05  versus SHR-vehículo.  
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3. EFECTOS PROTECTORES DE LA GENISTEÍNA SOBRE LA PRESIÓN 

ARTERIAL Y LA FUNCIÓN VASCULAR EN SHR OVARIECTOMIZADAS. 

 

3.1. Presión arterial  

 

Al inicio del experimento, no se encontraron diferencias en los valores de presión 

arterial sistólica medida en cola entre los animales ovariectomizados y los no 

operados. La administración crónica de genisteína, así como la de 17β–estradiol, 

produjo una reducción progresiva de la presión sistólica en SHR ovariectomizadas. Al 

final de las cinco semanas, la reducción fue, aproximadamente, del 10 % para los 

animales tratados con genisteína y 17β–estradiol (Figura 28). 
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Figura 22. Evolución en el tiempo de la presión arterial sistólica medida mediante pletismografía en la 
cola de SHR control tratadas con vehículo (Control, n = 8), SHR ovariectomizadas tratadas con vehículo 
(OVX-vehículo, n = 7), SHR ovariectomizadas tratadas con genisteína (OVX-genisteína, n = 8), SHR 
ovariectomizadas tratadas con 17β–estradiol (OVX-estradiol, n = 8). Los valores expresan la media ± 
SEM. ##P < 0,01 versus OVX-vehículo. 
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3.2. Variables morfológicas 

 

El peso corporal final era mayor en las ratas ovariectomizadas tratadas con 

vehículo que en las ratas sin operar y disminuía en las tratadas con 17β–estradiol pero 

no en las tratadas con genisteína (Tabla 4). El peso uterino, un parámetro a largo plazo 

de la activación de REα, era menor en las ratas ovariectomizadas tratadas con vehículo 

que en las sin operar y aumentó sustancialmente con el tratamiento con 17β–estradiol 

mientras que la genisteína no modificó este parámetro. La ovariectomía también 

condujo a una disminución del peso absoluto y relativo renal que se previno por 17β–

estradiol pero no por genisteína. El peso del ventrículo izquierdo y el peso del 

ventrículo izquierdo referido al peso cardiaco, considerado como un índice de 

hipertrofia ventricular izquierda, era similar en los cuatro grupos de animales. Por 

tanto, los cambios en el peso del ventrículo izquierdo referido al peso corporal (Tabla 

5) parecen deberse a cambios en el peso corporal más que a cambios verdaderos en el 

tamaño ventricular.  

 
Table 4. Peso corporal y peso de los órganos. 
 

Grupos Pcorp (g) PC (mg) PVI (mg) PR (mg) PU (mg) 

Control (n = 8) 228 ± 5 910 ± 19 684 ± 16 700 ± 18 234 ± 11 

OVX-vehículo  (n = 8) 252 ± 4* 891 ± 16 671 ± 12 631 ± 9* 54 ± 3* 

OVX-genisteína (n = 8) 261 ± 6* 927 ± 16 703 ± 11 667 ± 16 57 ± 3* 

OVX-estradiol (n = 8) 212 ± 7# 913 ± 32 689 ± 29 680 ± 20# 170 ± 13*#

 
Pcorp indica peso corporal; PC, peso del corazón; PVI, peso del ventrículo izquierdo; PR, peso del 
riñón; PU, peso uterino. Los valores expresan la media ± SEM. *P < 0,05 versus Control; #P < 0,05 
versus OVX-vehículo. 
 
 
 
 
 
 

 108



Resultados  

Table 5. Indices cardiacos y renales. 
 

Grupos PVI/PC PVI/Pcorp PR/Pcorp 

Control (n = 8) 0,75 ± 0,01 3,00 ± 0,05 3,07 ± 0,06 

OVX-vehículo  (n = 8) 0,75 ± 0,01 2,67 ± 0,04* 2,51 ± 0,03* 

OVX-genisteína (n = 8) 0,76 ± 0,01 2,70 ± 0,05* 2,56 ± 0,04* 

OVX-estradiol (n = 8) 0,75 ± 0,01 3,25 ± 0,11# 3,22 ± 0,07#

 
Pcorp indica peso corporal; PC, peso del corazón; PVI, peso del ventrículo izquierdo; PR, peso del 
riñón. Los valores expresan la media ± SEM. *P < 0,05 versus Control; #P < 0,05 versus OVX-vehículo. 
 
 
 
3.3. Niveles de estrógenos en plasma 
 

Los niveles plasmáticos de estradiol estaban significativamente reducidos en SHR 

ovariectomizadas tratadas con placebo o genisteína (valores no detectados en ambos 

grupos) en comparación con los animales control (25,7 ± 3,7 pg/ml, n = 4) y se 

normalizaban con el tratamiento con 17β–estradiol (29,7 ± 3,6 pg/ml, n = 4). 
 

 

3.4. Reactividad vascular 

  

En anillos aórticos precontraídos, la relajación dependiente de endotelio inducida 

por ACh, era menor en las aortas procedentes de ratas ovariectomizadas (Figura 29A). 

Sin embargo, no se observaron diferencias en la respuesta vasodilatadora 

independiente de endotelio a NPS entre animales sin operar y ovariectomizados 

(Figura 29B). El tratamiento con genisteína o 17β–estradiol aumentó la relajación 

inducida por ACh de anillos aórticos de ratas ovariectomizadas (Figura 29A) sin 

afectar a la respuesta del NPS (Figura 29B). 
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Figura 29. Relajación dependiente de endotelio inducida por acetilcolina (ACh) (A) y relajación 
independiente de endotelio inducida por nitroprusiato sódico (NPS) (B) en aortas de SHR control 
tratadas con vehículo (Control, n = 8), SHR ovariectomizadas tratadas con vehículo (OVX-vehículo, n = 
8), SHR ovariectomizadas tratadas con genisteína (OVX-genisteína, n = 8) y SHR ovariectomizadas 
tratadas con 17β–estradiol (OVX-estradiol, n = 8). Las relajaciones a ACh se realizaron en arterias 
contraídas con fenilefrina 10-6 M y las relajaciones a NPS en anillos precontraídos con noradrenalina 
10-6 M.  Los valores expresan la media ± SEM. *P < 0,05 versus Control, #P < 0,05 y ##P < 0,01 versus 
OVX-vehículo. 

 

 

El inhibidor de la NOS L-NAME, indujo una contracción mayor en los animales 

sin operar que en los ovariectomizados (Figura 30) lo que indica una formación de NO 

basal reducida en las SHR ovariectomizadas. Esta contracción se incrementó por 

genisteína o 17β–estradiol en anillos procedentes de ratas ovariectomizadas lo que 

sugiere una formación mayor de NO en estos vasos. 
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Figura 30. Contracción inducida por  L-NAME (100 μM) en anillos aórticos de SHR control tratadas 
con vehículo (Control, n = 8), SHR ovariectomizadas tratadas con vehículo (OVX-vehículo, n = 8), SHR 
ovariectomizadas tratadas con genisteína (OVX-genisteína, n = 8) y SHR ovariectomizadas tratadas con 
17β–estradiol (OVX-estradiol, n = 8). Las anillos se contrajeron con fenilefrina (0,1 μM) hasta 
aproximadamente el 40 % de la contracción máxima. La contracción a  L-NAME se presenta como 
porcentaje de la respuesta a fenilefrina. Los valores expresan la media ± SEM. *P < 0,05 versus Control, 
#P < 0,05 versus OVX-vehículo. 
 

 

No se observaron diferencias en la respuesta vasoconstrictora inducida por 

noradrenalina de ratas sin operar y ovariectomizadas (Figura 21A). Sin embargo, las 

contracciones a Ang II fueron mayores tras la ovariectomía (Figura 31B). El 

tratamiento con genisteína o 17β–estradiol redujo las contracciones provocadas por 

Ang II de anillos aórticos de SHR ovariectomizadas sin afectar a la respuesta a 

noradrenalina (Figura 31A). 
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Figura 31. Contracción inducida por noradrenalina (A) y angiotensina II (B) en anillos aórticos sin 
endotelio de SHR control tratadas con vehículo (Control, n = 8), SHR ovariectomizadas tratadas con 
vehículo (OVX-vehículo, n = 8), SHR ovariectomizadas tratadas con genisteína (OVX-genisteína, n = 8) 
y SHR ovariectomizadas tratadas con 17β–estradiol (OVX-estradiol, n = 8). Se presenta como fuerza de 
contracción (g). Los valores expresan la media ± SEM. *P < 0,05 versus Control, #P < 0,05 versus OVX-
vehículo. 
 
 
 
3.5. Expresión de la NOSe y sus proteínas reguladoras y del receptor AT-1 

en aorta de rata 

 

La expresión de la proteína NOSe fue la misma en ratas ovariectomizadas que en 

ratas control (Figura 32A). Tras esto, se examinó los cambios en la expresión de 

caveolina-1 y -3, dos reguladores alostéricos negativos de la NOSe, y de calmodulina-

1, que regula positivamente la actividad de la NOSe. La expresión de la caveolina-1 y 

-3 fue mayor en aortas de SHR ovariectomizadas que en las de no operadas (Figura 

32B y 32C) mientras que no hubo cambios en la calmodulina-1 (Figura 32D). 
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Después del tratamiento de las ratas ovariectomizadas con genisteína o 17β–

estradiol durante cinco semanas, la expresión de la NOSe no se modificó (Figura 

32A), mientras que la de caveolina -1 y la -3 se redujo (Figura 32B y 32C) y la de 

calmodulina-1 se incrementó (Figura 32D).  
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Figura 32. Western blots de las proteínas NOSe (A), caveolina-1 (B), caveolina-3 (C) y calmodulina-1 
(D) en aorta (representativo de 4 experimentos) de SHR control tratadas con vehículo (Control, S) SHR 
ovariectomizadas tratadas con vehículo (OVX-vehículo, OV), SHR ovariectomizadas tratadas con 
genisteína (OVX-genisteína, OG) y SHR ovariectomizadas tratadas con 17β–estradiol (OVX-estradiol, 
OE). Los resultados se presentan como el cociente abundancia de proteína/α-actina y en comparación 
con el cociente de la muestra procedente de ratas control del mismo gel, al que se dio el valor 100%. Los 
valores expresan la media ± SEM. *P < 0,05 versus Control, #P < 0,05 versus OVX-vehículo.  
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La expresión del receptor AT-1 fue mayor en aortas de ratas ovariectomizadas 

que en las aortas de los animales no operados (Figura 33). El tratamiento con 

genisteína o 17β–estradiol  normalizó la expresión de este receptor. 
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Figura 33. Western blots del receptor AT-1 en aorta (representativo de 4 experimentos) de SHR control 
tratadas con vehículo (Control, S), SHR ovariectomizadas tratadas con vehículo (OVX-vehículo, OV), 
SHR ovariectomizadas tratadas con genisteína (OVX-genisteína, OG) y SHR ovariectomizadas tratadas 
con 17β–estradiol (OVX-estradiol, OE). Los resultados se presentan como el cociente abundancia de 
proteína/α-actina y en comparación con el cociente de la muestra procedente de ratas control del mismo 
gel, al que se dio el valor 100%. Los valores expresan la media ± SEM. *P < 0,05 versus Control, #P < 
0,05 versus OVX-vehículo. 
 
 
 
3.6. Detección in situ de la producción de O2

- en aorta de rata 
 
Para estudiar la producción de O2

- en la pared vascular, se analizó la fluorescencia  

roja de etidio en secciones de aorta previamente incubadas con DHE. Los núcleos 

rojos se observaron en el endotelio, la capa media y la adventicia (Figura 34A). La 

fluorescencia roja se cuantificó y los datos se normalizaron con la fluorescencia azul  

del marcador nuclear DAPI (Figura 34B). Los anillos de SHR ovariectomizadas 

mostraban mayor señal en la adventicia, media y en el endotelio que los de ratas sin 

operar. La señal de anillos aórticos procedentes de animales ovariectomizados tratados 
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con genisteína o 17β–estradiol era similar a la de los anillos de los no operados 

(Figura 34A y 34B).   
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Figura 34. Localización in situ de la producción de O2
- en anillos aórticos. (A) Las imagenes de la 

izquierda muestran las arterias incubadas con DHE que produce fluorescencia roja cuando se oxida a 
etidio por O2

-
 con la autofluorescencia verde de la elastina. Las imágenes de la derecha muestran la 

fluorescencia azul del marcador nuclear DAPI con la autofluorescencia verde de la elastina (400 x). (B) 
Los valores medios de fluorescencia roja de etidio relativa a la azul del DAPI en arterias SHR control 
tratadas con vehículo (Control), SHR ovariectomizadas tratadas con vehículo (OVX-vehículo), SHR 
ovariectomizadas tratadas con genisteína (OVX-genisteína) y SHR ovariectomizadas tratadas con 17β–
estradiol (OVX-estradiol). *P < 0,05 versus Control, #P < 0,05 versus OVX-vehículo. 
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Discusión   

1. EFECTOS IN VITRO DE GENISTEÍNA Y DAIDZEÍNA SOBRE LA 

DISFUNCIÓN ENDOTELIAL EN SHR 

 

En este estudio, demostramos por primera vez que los fitoestrógenos derivados de 

la soja, genisteína y daidzeína, así como el estrógeno natural 17β–estradiol, mejoran la 

función endotelial en arterias aisladas de animales machos hipertensos, restableciendo 

la respuesta vasodilatadora e inhibiendo las contracciones dependientes de endotelio a 

ACh. Esta observación confirma experiencias previas realizadas en animales hembras, 

donde el tratamiento con genisteína mejoraba la respuesta dependiente de endotelio a 

agonistas en arterias coronarias ateroscleróticas de monos hembra (Honore y cols., 

1997) y en anillos aórticos de ratas ovariectomizadas (Squadrito y cols., 2000). Por 

tanto, el presente estudio indica que el efecto de las isoflavonas no parece ser  

específico de género.  

También se conoce que la administración crónica, vía oral, de genisteína 

incrementa la vasodilatación dependiente de endotelio a ACh ex vivo en SHR  

(Kitayama y cols., 2002). En nuestro estudio, genisteína, daidzeína y 17β–estradiol, 

incrementan la relajación dependiente de endotelio en arterias de SHR tras la 

incubación in vitro y a corto plazo, lo que indica que estos efectos se producen de 

forma aguda y directamente sobre la pared de los vasos excluyéndose cambios en la 

expresión de genes o en mecanismos neurohumorales. 

La ACh se usa ampliamente para estudiar la función endotelial en la hipertensión 

y en la enfermedad isquémica cardiaca (Vanhoutte, 1996). Estimula receptores 

muscarínicos de células endoteliales y conduce a la síntesis y liberación de numerosos 

factores vasoactivos. Entre ellos se incluyen el NO, sustancias vasodilatadoras 

derivadas de la COX (PGI2), sustancias vasoconstrictoras derivadas de la COX (TXA2, 

PGF2α, PGH2) y FHDE, que contribuyen a la variación de respuestas dependiente de 

endotelio en función del vaso estudiado y de las condiciones experimentales. Por 

tanto, la respuesta a ACh (vasodilatación o vasoconstricción) depende de la actividad 

de estas vías y del tono vascular preexistente.  
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El NO es el vasodilatador más importante liberado por el endotelio y en algunos 

vasos, como en la aorta de rata, la vasodilatación dependiente de endotelio se debe 

casi exclusivamente a la liberación de NO (Vanhoutte y Millar, 1985; Nagao y cols., 

1992). Además, la reducida biodisponibilidad del NO es un suceso clave en la 

patogénesis de la disfunción endotelial que se produce en la hipertensión y en otras 

enfermedades vasculares (Vanhoutte, 1996). 

 Los niveles reducidos de NO en la pared de los vasos pueden deberse a: 

1) una disminución de la síntesis de NO,  y/o  

2) un incremento en la oxidación del NO por ERO. 

 Respecto a la primera afirmación, se han encontrado datos muy dispares sobre 

los cambios en la actividad y en la expresión de la NOS aórtica de SHR, habiéndose 

descrito tanto una regulación al alza como una inhibición de dicha enzima (Chou y 

cols., 1998; Vaziri y cols., 1998; Zecchin y cols., 2003). En este estudio, hemos 

encontrado una menor actividad NOS en SHR que en WKY. Las isoflavonas y el 17β–

estradiol  incrementaban la actividad NOS de homogenados aórticos en ambas cepas. 

Sin embargo, no está clara la contribución de este aumento de la actividad a la mejora 

de la relajación dependiente de endotelio en SHR, puesto que el aumento de la 

actividad de lo NOS no produjo cambios en la relajación de aortas WKY.  

Respecto al segundo punto, en numerosos trabajos se ha asociado el exceso en la 

producción de O2
- con la destrucción del NO y la disfunción endotelial de SHR 

(Suzuki y cols., 1995; Cai y Harrison, 2000). De hecho, hemos encontrado que el 

tratamiento exógeno con SOD mejoraba la relajación inducida por ACh en anillos 

SHR. Además, en nuestro estudio, la producción de O2
- estimulada por NADPH era 

mayor en anillos aórticos SHR que en los anillos WKY y esta producción era 

fuertemente disminuida por  DPI, que es un inhibidor de las enzimas que contienen 

flavina como la NAD(P)H oxidasa, principal fuente de O2
- de las células vasculares 

(Mohazzab y cols., 1994). También encontramos que genisteína, daidzeína y 17β–

estradiol sólo reducían la producción aórtica de O2
- en anillos SHR pero no en los 

WKY. Estos resultados sugieren que genisteína y daidzeína no actúan como  
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captadores (“scavenger”) de O2
- (Ruiz-Larrea y cols., 1997) sino que reducen 

específicamente la elevada actividad NAD(P)H oxidasa de SHR. Además, la SOD no 

incrementó la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio a la ACh en arterias 

que habían sido tratadas con las isoflavonas o el 17β–estradiol. Este dato nos indica 

que el efecto inhibidor de la generación vascular de O2
- originado contribuye a la 

mejora de la función endotelial de SHR inducida por estos fármacos, puesto que la 

adición de un “scavenger” como la SOD, no potencia su efecto beneficioso sobre la 

función endotelial. 

Por tanto, la mayor biodisponibilidad de NO en presencia de genisteína, daidzeína 

y 17β–estradiol parece que se debe a un incremento en la síntesis de NO y a una 

disminución de la producción de O2
- asociada a la NAD(P)H oxidasa. Este último 

efecto, además de la potenciación de la relajación mediada por NO e inducida por 

ACh, se produjo sólo en SHR. Estos efectos protectores no se deben a un aumento de 

la sensibilidad de las CMLV al NO en SHR, puesto que ni las isoflavonas ni el 17β–

estradiol modificaban la respuesta relajante independiente de endotelio inducida por el 

donador de NO, NPS. 

 

Además de la reducida biodisponibilidad del derivado endotelial NO, la 

liberación de factores vasoconstrictores derivados del endotelio en respuesta a la 

estimulación con ACh está incrementada en SHR y puede que contrarreste los efectos 

de los factores relajantes derivados del endotelio (Iwama y cols., 1992; Ge y cols., 

1995; Vanhoutte, 1996). La activación de la COX-1 endotelial provoca la producción 

de estos factores contráctiles que activan los receptores TP de las CMLV (Yang y 

cols., 2003). Así, los inhibidores de la COX aumentan la relajación e inhiben las 

contracciones inducidas por la ACh en SHR (Ge y cols., 1995).  

Las contracciones dependientes de endotelio provocadas por la ACh en aortas 

SHR se asocian a una mayor expresión de la COX-1, a una elevada liberación de 

PGH2 y a una hipersensibilidad del músculo liso a este prostanoide, pero no se afectan 

por inhibidores de la síntesis de tromboxano (Ge y cols., 1995; Yang y cols., 2003). 
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De acuerdo con esto, en el presente estudio, la ACh induce contracciones y liberación 

de PGH2 (pero no de TXA2) dependiente de endotelio en SHR, mientras que eran casi 

ausentes en WKY. Genisteína, daidzeína y 17β–estradiol reducían estas contracciones 

y la liberación de PGH2 provocada por ACh en SHR. La inhibición de la COX-1 

(Rosenstock y cols., 1997; Wang y cols., 2000) podría estar involucrada en estos 

efectos. Sin embargo, los efectos inhibitorios de las isoflavonas se observaron sólo en 

SHR, lo que sugiere que no inhiben a la COX como tal, sino que reducen la elevada 

actividad que ésta enzima presenta en SHR.  

Se ha sugerido que el O2
- endotelial y la producción de peróxido de hidrógeno, 

que, a su vez, activan a la COX-1 (Yang y cols., 2003), contribuyen en las 

contracciones dependientes de endotelio inducidas por ACh en  aortas SHR. Por tanto, 

el efecto inhibitorio de las isoflavonas y el estrógeno natural 17β–estradiol, en la 

producción de O2
- estimulada por NADPH en SHR, tal vez justifique la reducción 

específica de la liberación endotelial de PGH2 en SHR.  

Además, genisteína, daidzeína y 17β–estradiol inhibían la respuesta contráctil al 

agonista del receptor TP U46619, en anillos sin endotelio de ambas cepas, lo que 

estaba de acuerdo con estudios previos realizados en varios lechos vasculares de 

animales normotensos (Martinez y cols., 2000; Janssen y cols., 2001). Las isoflavonas 

y el estrógeno producían, de forma concentración-dependiente, un desplazamiento de 

la curva al U46619 hacía la derecha. Estos efectos sugieren una inhibición competitiva 

de los receptores TP, que está de acuerdo con el desplazamiento competitivo del 

[3H]U46619 provocado por genisteína y daidzeína en plaquetas (Nakashima y cols., 

1991).  

Por tanto, parece que genisteína, daidzeína y 17β–estradiol disminuyen las 

contracciones dependientes de endotelio por un doble mecanismo: inhibiendo la 

síntesis de PGH2 a nivel endotelial y reduciendo su acción en la CMLV. 

La genisteína y la daidzeína son estructuralmente muy similares, difieren sólo en 

la sustitución de la posición 5 (grupo hidroxilo ausente en la daidzeína), y ambas 

muestran analogía estructural con el 17β–estradiol. Las dos isoflavonas interaccionan 
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con el RE con mayor selectividad por el receptor β que por el α, siendo la genisteína 

de 10 a 100 veces más potente que la daidzeína (Kuiper y cols., 1998). Por tanto, 

genisteína y daidzeína pueden actuar uniéndose al RE y ejercer efectos en los tejidos 

vasculares semejantes a los del estrógeno (Makela y cols., 1999). Sin embargo, a pesar 

de la respuesta similar de las isoflavonas y el 17β–estradiol, no pudimos confirmar que 

el RE clásico medie estos efectos porque el ICI 182,780, antagonista específico del RE 

α y β, no modificó los efectos de genisteína, daidzeína y 17β–estradiol ni en la 

relajación ni en la contracción inducida por ACh. Este hecho está de acuerdo con 

estudios que muestran que la mejora de la función endotelial, consecuencia de la 

administración aguda de estos fármacos, no se afecta por el ICI 182,780 (Karamsetty y 

cols., 2001).  

La genisteína es también un inhibidor bien conocido de una amplia variedad de 

tirosín kinasas (Ogawara y cols., 1989), pero la daidzeína (Ogaware y cols., 1989) y el 

17β–estradiol (Von Eye Corleta y cols., 1992) carecen de esta actividad sobre tirosín 

kinasas. El perfil similar de los tres compuestos sobre la actividad NOS, la producción 

de O2
- estimulada por NADPH, la liberación de PGH2 y las contracciones inducidas 

por U46619, sugiere que la inhibición de la tirosín kinasa no está involucrada en estos 

efectos de la genisteína. 

 

Estos resultados demuestran que los fitoestrógenos genisteína y daidzeína, actúan 

como el estrógeno natural 17β–estradiol, restableciendo la función endotelial en SHR.  

Este efecto no parece estar mediado por la activación del RE o por la inhibición de 

tirosín kinasas. Las causas de la mejora de la relajación a ACh en anillos aórticos SHR 

son el aumento de la actividad NOS y el efecto protector de la inactivación de NO 

provocada por el O2
- generado del sistema NAD(P)H oxidasa. Además, las isoflavonas 

y el estradiol inhiben las contracciones dependientes de endotelio a ACh en SHR 

reduciendo la liberación endotelial de PGH2 y su respuesta vasoconstrictora inducida 

por la activación del receptor TP (Figura 35). Estos resultados pueden explicar los 
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efectos protectores agudos de estos compuestos en la disfunción endotelial de la 

hipertensión. 

 

Célula del 
músculo liso vascular
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Acetilcolina
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Figura 35. Mecanismos involucrados en los efectos protectores de las isoflavonas sobre la respuesta 
endotelial provocada por acetilcolina en aortas de SHR. AA=ácido araquidónico; GMPc=GMP cíclico; 
COX1=ciclooxigenasa 1; M=receptor muscarínico; NO=óxido nítrico; NOSe=óxido nítrico sintasa 
endotelial; NADPHox=NAD(P)H oxidasa; O2

-=aniones superóxido; PGH2=prostaglandina H2; GC 
sol=guanilato ciclasa soluble; RS=retículo sarcoplásmico; TP=receptores TP; +=activación; ?=lugar 
de formación desconocido. Cambios de actividad y niveles: ⇑=aumento, ⇓=disminución. Bloqueo de 
receptor: ▀
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2. EFECTOS DE LA GENISTEÍNA EN EL TRATAMIENTO DE LA 

HIPERTENSIÓN Y LA DISFUNCIÓN ENDOTELIAL EN SHR. 

IMPLICACIÓN DE  MECANISMOS ESTROGÉNICOS 

 

Los principales hallazgos del presente estudio son:  

 

1) El tratamiento crónico vía oral de machos SHR con la isoflavona de la soja 

genisteína (10 mg/kg), redujo la presión arterial y restableció la 

vasodilatación dependiente de endotelio, asociada a NO, sin producir efectos 

en  WKY.  

2) La mejora de la disfunción endotelial inducida por la genisteína en SHR 

está acompañada con un incremento en la actividad NOS, consecuencia de 

los cambios en la expresión de sus proteínas reguladoras, produciéndose una 

reducción de la caveolina-3 y un aumento de la expresión de la calmodulina-

1. Además, la genisteína redujo la producción vascular de O2
- estimulada por 

NADPH en SHR. 

3) Todos estos cambios no se deben a la activación de REs puesto que la 

administración crónica conjunta con el antagonista del RE, ICI 182,780, no 

modificó los efectos protectores de la genisteína. 

 

En el apartado anterior describimos como in vitro, los fitoestrógenos derivados de 

la soja, genisteína y daidzeína, y el estrógeno natural 17β–estradiol, mejoran la 

función endotelial en arterias aisladas de animales machos hipertensos, restableciendo 

la alterada respuesta vasodilatadora a ACh. De manera análoga a Kitayama y cols. 

(2002), nosotros también hemos encontrado que el tratamiento crónico vía oral con 

genisteína incrementa la vasodilatación dependiente de endotelio a ACh en machos 

SHR pero no en los WKY. Como se comentó anteriormente, en aorta de rata, la 

vasodilatación originada por la ACh se debe casi enteramente, a la liberación 

endotelial de NO y a la subsiguiente activación de la GCs en las CMLV (Vanhoutte y 
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Millar, 1985; Nagao y cols., 1992). En el presente trabajo de Tesis Doctoral hemos 

observado que, la vasodilatación independiente de endotelio inducida por el activador 

de la GCs NPS, es similar en SHR y WKY, y no se afecta por la genisteína. Este dato 

nos indica que la disfunción endotelial y la mejora provocada por la genisteína se 

deben a cambios en la biodisponibilidad del NO derivado del endotelio más que a 

efectos posteriores en las CMLV.  

La alteración de la vasodilatación dependiente de endotelio también puede ser 

causada por cambios en la liberación de sustancias vasoconstrictoras derivadas de 

endotelio (Auch-Schwelk y cols., 1990; Yang y cols., 2003). De hecho, conforme con 

investigaciones previas (Auch-Schwelk y cols., 1990) y nuestros estudios in vitro, las 

SHR mostraban una elevada respuesta vasoconstrictora dependiente de endotelio 

inducida por ACh en arterias tratadas con el inhibidor de la NOS L-NAME. Esta 

respuesta se suprime por el antagonista del receptor del tromboxano, SQ-29,548 

(Yang y cols., 2003), indicándose así la participación de los prostanoides 

vasoconstrictores liberados por el endotelio. Sin embargo, el tratamiento crónico con 

genisteína no modificó la vasoconstricción inducida por la ACh lo que sugiere que el 

efecto protector de la genisteína en la función endotelial no es debido a cambios en la 

vasoconstricción dependiente de endotelio.  

Todos estos datos indican que la genisteína mejora la función endotelial en SHR 

incrementando la biodisponibilidad del NO. Los mecanismos implicados pueden ser:  

1) Cambios en la actividad y/o expresión de la NOSe.  

2) Disminución en los niveles vasculares de O2
- y, por lo tanto, una reducción 

de la inactivación de NO provocada por O2
- (Xu y cols., 2004; estudios in 

vitro). 

En relación con el primer punto, sabemos que la NOSe es la principal fuente de 

NO del endotelio. La NOSe está cuantitativamente asociada con las caveolinas, 

proteínas estructurales de la caveola que inhiben a la NOSe (Feron y cols., 1996; 

Garcia-Cardena y cols., 1997; Ju y cols., 1997). La estimulación de la célula con 

agonistas que movilizan Ca2+ promueve que la calmodulina se una a la NOSe y se 
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disocie de la caveolina activándose la enzima. Por tanto, la caveolina-1 y -3 así como 

la calmodulina, modulan la actividad catalítica de la NOSe regulando la producción de 

NO y sus efectos biológicos.  

La síntesis reducida de NO asociada a la disfunción endotelial puede estar 

causada por muchos factores tales como una alterada expresión de la NOSe, 

modificaciones post-transduccionales de la enzima (modificaciones en la fosforilación 

o en ácidos grasos), interacciones con proteínas de choque calórico (HSP90) y 

caveolinas, o concentraciones subóptimas del sustrato L-arginina o del cofactor BH4 

(Huang, 2003).  

En consonancia con estudios previamente publicados (Vaziri y cols., 1998), 

hemos hallado que la actividad basal de la NOS en aorta de SHR era menor que en la 

de WKY lo que trae consigo una menor relajación dependiente de endotelio y unos 

niveles de presión arterial más altos. En nuestro estudio, la genisteína aumentó la 

actividad de la NOS en SHR, lo que contribuye a explicar, al menos en parte, la 

mejora de la relajación dependiente de endotelio inducida por la ACh. Este efecto no 

se observó en WKY lo que sugiere que la genisteína no interfiere directamente con el 

sitio catalítico de la NOSe sino más bien en su expresión, en la abundancia de 

cofactores o de otras proteínas que interactúan con la NOSe. Ya comentamos, que los 

datos publicados sobre la regulación de la expresión de la NOSe vascular en SHR son 

dispares; se ha descrito tanto una disminución (Chou y cols., 1998) como un 

incremento de la expresión de la proteína NOSe (Vaziri y cols., 1998; Piech y cols., 

2003) con respecto a WKY. Las razones posibles de esta discrepancia son las 

diferencias en la edad de sacrificio y en la cepa de SHR utilizada. En nuestro estudio, 

en contraste con la reducida actividad de la NOS, la expresión de la NOSe aórtica era 

mayor en SHR que en WKY y este incremento de la NOSe se acompañaba con una 

reducción de la expresión de la caveolina-1 y -3. De acuerdo con Piech y cols. (2003), 

las cambios en la expresión de la NOSe y sus reguladores alostéricos, como las 

caveolinas, pueden  entenderse como un mecanismo compensatorio para mantener la 

producción de NO activo en caso de un elevado estrés oxidativo. De hecho, nosotros 
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hemos encontrado que agentes que reducen la producción vascular de O2
- y el estrés 

oxidativo, como la quercetina, de forma compensatoria, reducen la expresión de la 

NOSe y aumentan la de caveolina-1 (Sánchez y cols., 2006). A pesar de estos cambios 

en la expresión proteica, la actividad NOSe está aumentada, posiblemente por un 

menor desacoplamiento de la NOSe consecuencia de la menor oxidación del cofactor 

BH4 (Landmesser y cols., 2003). 

El aumento de la actividad de la NOS en SHR inducido por la genisteína puede 

ser debido, al menos en parte, a una menor expresión de caveolina-3 (regulador 

negativo de la NOSe) y a una regulación al alza de calmodulina-1 (regulador positivo 

de la NOSe) a pesar de no producirse cambios en la expresión de la NOSe. Por tanto, 

la disminución en la caveolina-3 y el incremento de la calmodulina, pueden conducir a 

una hiperactividad de la NOS y a un aumento en  la producción de NO. 

En relación con el segundo apartado, sabemos que entre las ERO, el O2
- juega un 

papel crítico en la inactivación del NO, y la disfunción endotelial en SHR se ha 

asociado en muchas publicaciones con una excesiva generación de O2
- (Suzuki y cols., 

1995; Cai y Harrison, 2000). De hecho, en nuestro estudio in vitro la incubación con 

SOD mejora la relajación de los anillos aórticos inducida por ACh en SHR. Además, 

en un estudio de nuestro grupo de investigación recientemente publicado (Sánchez y 

cols., 2006) hemos demostrado que el inhibidor de la NAD(P)H oxidasa apocinina, 

también mejora esta respuesta relajante, lo que sugiere que la excesiva producción de 

O2
- por el sistema NAD(P)H oxidasa vascular es el responsable de la disfunción 

endotelial en estos animales hipertensos. 

En la presente Tesis Doctoral también hemos encontrado que la producción de 

O2
- estimulada por NADPH es mayor en anillos aórticos de SHR que en los de WKY. 

Además, la genisteína reduce sólo la producción aórtica de O2
- estimulada por 

NADPH en anillos de SHR pero no en los WKY. Estos datos sugieren que la 

genisteína reduce específicamente la hiperactividad del sistema NAD(P)H oxidasa en 

SHR. Los mecanismos implicados en este efecto se desconocen. 
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Por tanto, el aumento en la biodisponibilidad de NO inducido por el tratamiento 

crónico con genisteína, parece ser debido al aumento de la síntesis de NO y la 

reducción de la producción de O2
-. 

 

Una de las causas más importantes de desarrollo de hipertrofia cardiaca es la  

elevación mantenida de la presión arterial (Frohlich y cols., 1992). Nuestros resultados 

muestran que la hipertensión conduce a un incremento en el índice PVI/Pcorp, una 

medida de hipertrofia ventricular relativa, y en PVI/PC, una medida de hipertrofia 

ventricular absoluta. El tratamiento con genisteína no afectó a ningún parámetro de 

hipertrofia cardiaca. Estos resultados están de acuerdo con estudios previos en ratas 

hipertensas ovariectomizadas (Nevala y cols., 2002). La carencia de efectos 

protectores de la genisteína en la hipertrofia cardiaca de SHR, a pesar de sus efectos 

antihipertensores, puede deberse a: i) el pequeño grado de reducción de presión 

arterial, insuficiente para reducir la hipertrofia cardiaca asociada a la hipertensión 

arterial; ii) los cambios en la expresión en las caveolinas cardiacas inducidos por la 

genisteína. Las caveolinas interaccionan directamente con muchos receptores de 

factores de crecimiento como los de factor de crecimiento epidérmico, PDGF y 

VEGF, lo que origina una inhibición de su función (Couet y cols., 1997; Liu y cols., 

1999; Yamamoto y cols., 1999). De hecho, la expresión de caveolinas es 

significativamente más baja en adultos SHR que en WKY (Fujita y cols., 2001, 

resultados presentes). El tratamiento crónico con genisteína redujo la expresión de la 

caveolina-1 cardiaca en SHR y en WKY, sin producir cambios en la caveolina-3.  Por 

tanto, podemos especular que la inhibición de la señal de los factores de crecimiento 

por las caveolinas podría jugar un papel facilitador del desarrollo de la hipertrofia 

cardiaca tras el tratamiento con genisteína. 

 

Como hemos comentado anteriormente, la genisteína es un ligando del REα y del 

REβ que muestra una mayor afinidad por el receptor β (Makela y cols., 1999; Kuiper y 

cols., 1997). Squadrito y cols. (2000) demostraron que la genisteína ejercía efectos 
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protectores similares en la función endotelial al 17β–estradiol en ratas 

ovariectomizadas. En nuestros experimentos in vitro también observamos la respuesta 

similar de las isoflavonas y del estradiol. En el presente estudio in vivo, tanto el 17β–

estradiol como la genisteína, potencian la relajación dependiente de endotelio a ACh y 

la actividad NOS en SHR, sin embargo, encontramos diferencias en la expresión de 

NOSe y sus proteínas reguladoras: el 17β–estradiol incrementa la NOSe y disminuye 

la caveolina-1, mientras que la genisteína no tiene efectos sobre la NOSe y reduce la 

caveolina-3. Estos resultados sugieren la implicación de mecanismos diferentes en la 

regulación de la NOSe (posiblemente de REβ para genisteína y de REα y REβ para 

17β–estradiol). Sin embargo, la interacción de la genisteína con el RE ha sido excluida 

puesto que la administración conjunta con el antagonista del RE, ICI 182,780, no 

modificó los cambios inducidos  por la genisteína sobre la presión arterial, la función 

endotelial, la actividad NOS y la expresión de proteínas aórticas de SHR. Estos 

resultados están de acuerdo con experimentos in vitro que muestran que la genisteína 

induce cambios en la contractilidad de miocitos cardiacos (Liew y cols., 2003) o 

mejora la función endotelial en SHR (estudios in vitro) sin verse afectada por el 

bloqueo del REα y REβ. En contra de esto, se ha informado que el ICI 182,780 

previene el incremento del RNAm de la NOSe inducido por genisteína en ratas 

ovariectomizadas (Wang y cols., 2003) a pesar de que estos investigadores usaron una 

dosis más baja de ICI 182,780 (1,5 mg/kg/día s.c.) durante un corto periodo de tiempo 

(10 días). Sorprendentemente, en el grupo ICI 182,780-genisteína está incrementada la 

expresión de NOSe en comparación con el grupo genisteína. El significado de este 

efecto no está claro puesto que no se traduce en cambios en la actividad NOSe. Podría 

ser interpretado como que la inhibición de los REα y REβ modula la actividad de 

otros factores de transcripción implicados en la expresión de NOSe, tales como los 

PPAR-γ. De hecho, la activación de REα y REβ regula a la baja la actividad 

transcripcional de PPAR-γ (Dang y cols., 2003). Por tanto, podríamos especular que el 

ICI 182,780 podría facilitar la actividad agonista de PPAR-γ  de la genisteína (Dang y 
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cols., 2003), lo que conduciría a un incremento en la expresión de NOSe. Otro posible 

mecanismo de los efectos protectores de esta isoflavona podría ser la inhibición de las 

tirosín kinasas (Akiyama y cols., 1987; Duarte y cols., 1997; Kitayama y cols., 2002; 

Bermejo y cols., 2003). Sin embargo, la participación de estos mecanismos en los 

efectos protectores de genisteína requiere más investigaciones que se escapan del 

objetivo de nuestro estudio. 

En resumen, hemos demostrado que el tratamiento oral con la isoflavona 

genisteína, de manera independiente de RE, reduce la presión arterial y mejora la 

función endotelial  en SHR, sin provocar cambios en WKY. Estos efectos se 

acompañan de un aumento de la actividad vascular de la NOS asociado a una 

reducción de la expresión de la caveolina-3, un aumento de la calmodulina-1 y a la 

menor producción de O2
- (Figura 36). 

NO
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Caveolinas

(-)

Ca2+Ca2+

CM
Ca2+

+

NAD(P)Hox
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M3

ACh

O2
-

 
Figura 36. Mecanismos involucrados en los efectos crónicos de la genisteína sobre la actividad NOSe en 
SHR. Abreviaturas: ACh=acetilcolina; CM=calmodulina; NAD(P)Hox=NAD(P)H oxidasa; NO=óxido 
nítrico; NOSe=óxido nítrico sintasa endotelial;  O2

-=aniones superóxido. Cambios en la expresión (de 
amarillo): ⇑=aumento, ⇓=disminución. Cambios de cantidad (en morado: ⇑=aumento, ⇓=disminución. 
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3. EFECTOS PROTECTORES DE LA GENISTEÍNA SOBRE LA PRESIÓN 

ARTERIAL Y LA FUNCIÓN VASCULAR EN SHR OVARIECTOMIZADAS 

 

Numerosas publicaciones han demostrado que el tratamiento crónico con el 

fitoestrógeno genisteína mejora la función endotelial en mujeres postmenopáusicas y 

ratas normotensas ovariectomizadas. En este estudio mostramos por primera vez que:  

 

1) El tratamiento crónico vía oral de SHR ovariectomizadas con la isoflavona 

genisteína reduce la presión arterial sistólica y potencia la vasodilatación 

dependiente de endotelio y NO.  

2) La mejora de la función endotelial inducida por genisteína en SHR se 

acompaña de cambios en la expresión de las proteínas reguladoras de la 

NOSe, tales como una reducción de las caveolinas-1 y -3 y un incremento de 

la calmodulina-1.  

3) La genisteína restablece los cambios inducidos por la ovariectomía, en los 

que se incluyen la mayor respuesta vasoconstrictora a Ang II,  la regulación 

a la alza de la expresión del receptor AT-1 y el incremento de la producción 

de O2
- vascular.  

4) Todos los efectos de la genisteína son semejantes a los del estrógeno natural 

17β–estradiol. Sin embargo, a diferencia del estrógeno, la genisteína no tiene 

efectos uterotróficos. 

 

La disfunción endotelial es un predictor independiente de mal pronóstico para la 

mayoría de las enfermedades cardiovasculares, incluyendo la hipertensión esencial 

(Mendelsohn y cols., 1999). Como ya hemos ido comentando, la característica 

fisiopatológica más importante de la disfunción endotelial es la reducida 

biodisponibilidad del NO endotelial. La SHR es un modelo animal bien conocido y 

ampliamente utilizado, caracterizado por disfunción endotelial, que se agrava después 
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de la ovariectomía y que se asemeja a lo observado en mujeres postmenopaúsicas 

(Dantas y cols., 1999). Más específicamente, en nuestro estudio, las SHR 

ovariectomizadas presentaban una reducida respuesta relajante a ACh, vasodilatador 

dependiente de endotelio y NO, sin presentar alteración en la respuesta a NPS, dador 

de NO que relaja las arterias de forma independiente de endotelio. Además, los anillos 

aórticos de ratas ovariectomizadas mostraban una reducida contracción en respuesta a 

L-NAME (inhibidor de la NOSe). Todos estos datos indican que las ratas 

ovariectomizadas presentan disfunción endotelial caracterizada por una reducida 

biodisponibilidad de NO. La isoflavona genisteína y el estrógeno natural restablecían 

la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio a ACh sin afectar a la respuesta a 

NPS e incrementaban la contracción inducida por L-NAME. 

Los mecanismos potenciales por los que la ovariectomía disminuye la respuesta 

al derivado endotelial NO y la mejora provocada por genisteína y estradiol pueden 

deberse a:  

1) Cambios en la actividad y/o expresión de la NOSe. 

2) Cambios en los niveles vasculares de O2
- que conduce a la inactivación del 

NO. 

3) Cambios en la sensibilidad de la vía NO-GMPc en las CMLV.  

La respuesta a NPS no se modificaba por la ovariectomía ni por los tratamientos, 

por lo que los cambios en la capacidad del NO de activar la síntesis de GMPc o sus 

efectos posteriores en músculo liso pueden descartarse. Como ya se comentó en el 

apartado anterior, la síntesis reducida de NO asociada a la disfunción endotelial podría 

deberse a una expresión alterada de la NOSe, modificaciones post-transduccionales de 

la enzima (p.ej. modificaciones en fosforilación o en ácidos grasos), interacciones con 

HSP90 y caveolinas, o concentraciones subóptimas del sustrato L-arginina o del 

cofactor BH4 (Huang, 2003). De acuerdo a Wassmann y cols. (2001) pero en contra de 

Widder y cols. (2003), hemos encontrado que la expresión de la NOSe en aorta de 

SHR no se modifica con la ovariectomía ni con la terapia estrógenica.  
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Recientemente, se ha analizado la expresión de la caveolina-1 después de la 

ovariectomía y el tratamiento con estradiol. Nawate y cols. (2005) demostraron que la 

ovariectomía producía un incremento paradójico en la relajación dependiente de NO 

endotelial que se asoció con una reducida expresión de caveolina-1 en arterias 

mesentéricas de rata y que estos efectos revertían con estradiol. En ratas 

ovariectomizadas el tratamiento con estradiol también conducía a un incremento en la 

expresión del ARNm de caveolina-1 en aortas sin endotelio (Watanabe y cols., 2004). 

En contraposición con estos hallazgos, Xu y cols. (2001) mostraron una mayor 

expresión de caveolina-1 y una reducida vasodilatación dependiente de NO en arterias 

cerebrales después de la ovariectomía. En linea con el último estudio, nosotros hemos 

encontrado que la ovariectomía en SHR conduce a una mayor expresión de caveolina-

1 y -3 que se revierte con el estradiol. Además, la terapia sustitutiva estrogénica 

produce un aumento de la expresión de calmodulina. Por tanto, estos cambios en la 

expresión de los moduladores de la NOSe están de acuerdo con el empeoramiento de 

la disfunción endotelial observada tras la ovariectomía y su mejora con la terapia 

estrogénica. Es muy interesante comprobar como los efectos de la genisteína son 

paralelos a los del estradiol, reduciendo la expresión de las caveolinas e 

incrementando la de la calmodulina lo que sugiere un mecanismo común para el 

estrógeno natural y el fitoestrógeno.  

 Además, el O2
- rápidamente inactiva el NO y es el principal agente implicado en 

el inicio y desarrollo de la disfunción endotelial (Cai y Harrison, 2000). Nosotros 

demostramos que la ovariectomía conduce a una mayor producción de O2
- en la pared 

de los vasos que se previene con genisteína y estradiol. Este efecto contribuye, de 

manera adicional, a explicar los cambios en la función endotelial. 

 

La activación del receptor AT-1 induce vasoconstricción y proliferación celular y 

conduce a la liberación de ERO en la pared de los vasos (Griendling y cols., 1993). Se 

ha demostrado que el estrógeno causa una regulación a la baja del receptor AT-1 

vascular y que la deficiencia de estrógenos está acompañada de una sobreexpresión 

 134



Discusión   

del receptor AT-1 (Nickenig y cols., 1998). De acuerdo con esto, en nuestro estudio, la 

ovariectomía incrementaba la expresión del receptor AT-1 y en SHR 

ovariectomizadas, la genisteína, al igual que el estradiol, prevenía la sobreexpresión de 

este receptor. Además, ambos fármacos también inhibían la vasoconstricción inducida 

por Ang II. Por el  contrario, la vasoconstricción provocada por noradrenalina no se 

modificó ni por la ovariectomía ni por los fármacos lo que sugiere que la inhibición de 

la respuesta contractora de Ang II se debe a cambios en la densidad de receptor AT-1 

más que a cambios en la señal de transducción. La menor expresión del receptor AT-1 

está conforme con la disminución de la producción de O2
- y la mejora de la función 

endotelial. De hecho, los antagonistas del receptor AT-1 mejoran la función endotelial 

en SHR (Rodrigo y cols., 1997).  

Los mecanismos involucrados en la menor expresión del receptor AT-1 no están 

claros. Estos efectos tal vez estén mediados por la activación del RE o por la actividad 

agonista sobre PPAR-γ. Este último mecanismo se ha involucrado recientemente en 

los efectos inhibitorios in vitro de  genisteína sobre la expresión del receptor AT-1 y la 

producción de O2
- en las células endoteliales aórticas de “stroke-prone” SHR (Xu y 

cols., 2004). También es interesante anotar que la Ang II modula la expresión de la 

caveolina-1 (Ishizaka y cols., 1998) y por tanto se podría especular que los cambios en 

la expresión de la caveolina-1 tras la ovariectomía y el tratamiento con genisteína y 

estradiol podrían ser secundarios a diferencias en la actividad del receptor AT-1. 

 

Genisteína y 17β–estradiol muestran efectos protectores similares, en lo que a la 

función vascular se refiere. Por el contrario, mientras que 17β–estradiol aumenta el 

peso uterino, los efectos beneficiosos de genisteína sobre la presión arterial y la 

función endotelial  no se acompañan de cambios en el peso uterino. La carencia de 

efectos uterotróficos de la genisteína se debe a su baja afinidad por el REα que 

contrasta con la potencia similar del 17β–estradiol sobre el REα y REβ (Makela y 

cols., 1999). Por tanto, nuestros resultados sugieren que la activación del REβ es 
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suficiente para explicar los efectos vasculares de los estrógenos. Sin embargo, no 

podemos excluir que parte de los efectos protectores de genisteína impliquen 

mecanismos independientes de RE. De hecho, en nuestros estudios in vitro en arterias 

de machos SHR, encontramos que el tratamiento agudo (20 minutos) con genisteína 

aumentó la vasodilatación dependiente de endotelio y dicho aumento no se modificó 

por ICI 182,780,  antagonista específico de REα y REβ. De igual forma, en nuestro 

anterior estudio in vivo realizado en machos SHR, la administración conjunta de 

genisteína con el antagonista del RE, no modificó  los efectos protectores de 

genisteína. 

 

Este estudio demuestra que el tratamiento crónico con genisteína reduce la 

presión arterial, la disfunción endotelial y la elevada respuesta de la Ang II en SHR 

ovariectomizadas, en la misma medida que la repleción de estrógenos. A estos efectos 

contribuye el incremento de la actividad NOS que resulta de la reducción de la 

expresión de caveolina-1 y -3 y del aumento de la expresión de la calmodulina-1 así 

como la disminución de la expresión del receptor AT-1 y de la producción de O2
- 

vascular (Figura 37). Estos descubrimientos sugieren que la genisteína puede usarse 

como agente terapeutico para prevenir las complicaciones vasculares de la 

menopausia, especialmente en mujeres hipertensas. 
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Figura 37. Mecanismos involucrados en los efectos crónicos de la genisteína sobre la actividad NOSe y 
NAD(P)H oxidasa en SHR ovariectomizadas. Abreviaturas: ACh=acetilcolina; Ang II=angiotensina II; 
CM=calmodulina; NAD(P)Hox=NAD(P)H oxidasa; NO=óxido nítrico; NOSe=óxido nítrico sintasa 
endotelial; O2

-=aniones superóxido. Cambios en la expresión (de amarillo): ⇑=aumento, 
⇓=disminución. Cambios de cantidad (en morado): ⇑=aumento, ⇓=disminución. 
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                                                                                                                                   Conclusiones                             

 

1) Las isoflavonas genisteína y daidzeína, in vitro, actúan como el estrógeno 

natural 17β-estradiol, restableciendo la función endotelial en SHR, de manera 

independiente del receptor estrogénico. Los mecanismos de este efecto 

protector son: aumento de la actividad NOS, reducción de la producción de 

O2
- e inhibición de la liberación endotelial de PGH2 y de su respuesta 

vasoconstrictora. 

 

2) El tratamiento oral con la isoflavona genisteína produce, un aumento de la 

actividad NOS en SHR asociado a una reducción de la expresión de la 

caveolina-3 y un aumento de la calmodulina-1, sin cambios en WKY. Estas 

acciones son independientes del receptor estrogénico.  

 

3) El tratamiento crónico con genisteína reduce la presión arterial, la disfunción 

endotelial y la elevada respuesta de Ang II en SHR ovariectomizadas, en la 

misma medida que la repleción de estrógenos. Estos efectos se deben al 

incremento de la actividad NOS que resulta de la reducción de la expresión de 

caveolina-1 y -3, del aumento de la expresión de la calmodulina-1, de la 

disminución de la expresión del receptor AT-1 y de la producción vascular de 

O2
-.  
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