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Introducciéon

1. DIABETES MELLITUS: GENERALIDADES

Las referencias histéricas mas antiguas de las que se tiene noticia
emanan de la cultura oriental. En el siglo V antes de Cristo, un médico llamado
Susruta detect6 esta enfermedad y la llamé 'de ricos', precisamente porque la
poblacion que podia acceder a productos alimenticios caros, tales como los
dulces, eran los que la padecian. Los chinos también se acercaron mucho a los
aspectos de la diabetes al hablar de la 'orina dulce' que atraia a moscas y
demas insectos. Conocian los sintomas pero no llegaron a dar con un
tratamiento. Debemos remontarnos a Luxor y sus ruinas para localizar el primer
referente occidental acerca de la diabetes. El arquedlogo Ebers hallé en 1873
un papiro del afo 1553 a. C. en el que se relataban temas relacionados con la
medicina que acontecieron en el pais egipcio. Algunas de las historias
recogidas coincidian en sintomas: adelgazamiento, hambre y sed continuos,
incontinencia urinaria... todos los sintomas de la diabetes que se trataban con
una dieta que incluia cerveza, sangre de hipopétamo, menta y, por supuesto,
ofrendas a los dioses. Etimolégicamente, la palabra diabetes guarda relacion
directa con el término griego que servia para referirse al sifon. A él se refirid
Arateo de Capadocia para describir la enfermedad. Thomas Willis, un doctor
inglés, probd, literalmente, la orina de varios enfermos y establecio la existencia
de dos tipos de diabetes: una 'dulce' (mellitus) y otra insipida. Si bien se iba
perfilando la tipologia de los sintomas, los remedios tardaban en llegar. Hasta
el afio 1921, los diabéticos que hoy llamamos de tipo 1 morian de cetoacidosis
a las pocas horas del diagndstico, aunque unos pocos sobrevivian un poco

mas con desnutricion y debilidad progresivas, hasta morir 1-2 anos después en
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caquexia extrema. En esos anos, la expectativa de vida al nacer de gran parte
de la poblacion mundial era de poco mas de 40 anos, de modo que muy pocas
personas llegaban a tener lo que hoy llamamos diabetes tipo 2, enfermedad
que comienza habitualmente después de esa edad. Era esta la situaciéon
cuando en 1921 se descubrid y purificd la insulina. La primera inyecciéon de
insulina la recibié un joven de 14 afos llamado Leonard Thompson el 11 de
enero de 1922 en el Hospital de Toronto, inaugurandose una nueva esperanza
para los afectados de diabetes. Tan pronto como los primeros diabéticos
comenzaron a ser tratados con inyecciones de insulina, una oleada de
optimismo contagié a médicos, pacientes y familiares, y muchos pensaron que
el problema de la diabetes estaba resuelto para siempre. No ocurrié asi. A
pesar de los grandes avances que se han realizado desde entonces, que han
conseguido mejorar tanto la calidad como la expectativa de vida del paciente
diabético, quedan todavia sin resolver muchas cuestiones relacionadas con la

fisiopatologia de la enfermedad y de sus complicaciones.

1.1. Datos epidemiolégicos

La Organizacion Mundial de la Salud define la diabetes mellitus como
un desorden metabdlico, de multiples etiologias caracterizado por una
hiperglucemia crénica con alteracién del metabolismo de carbohidratos, lipidos
y proteinas, causado por un defecto en la secrecion de insulina, en su accion o

de ambas cosas.
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Los efectos de la diabetes incluyen dafios a largo plazo, con
alteracion del funcionamiento de varios 6rganos. La diabetes mellitus puede
presentarse con los sintomas caracteristicos como sed, polifagia, poliuria,
vision borrosa y pérdida de peso. En sus formas mas severas, puede
desarrollarse cetoacidosis o un estado hiperosmolar no cetoacidodtico que
pueden llevar al individuo a un estado de estupor, coma y, en ausencia de
tratamiento, muerte. Pero a menudo, los sintomas no son tan severos o pueden
no presentarse y, como consecuencia, la elevacion de la glucosa en sangre
que conlleva causa cambios funcionales y patolégicos durante mucho tiempo
antes de que se realice un diagnéstico. Los efectos a largo plazo de la diabetes
mellitus incluyen el desarrollo progresivo de complicaciones especificas en
muchos sistemas corporales, como retinopatias que frecuentemente acaban en
ceguera, nefropatia que puede llevar a fallo renal, neuropatias con riesgo de
ulceras en los pies y amputaciones, y alteraciones funcionales como la
disfuncion eréctil. Las personas diabéticas tienen un riesgo incrementado de
padecer enfermedades cardiovasculares, vasculares periféricas vy

cerebrovasculares.

La diabetes mellitus es la cuarta o quinta causa de muerte en la
mayoria de los paises desarrollados y hay evidencias que sugieren que se trata
de una epidemia en muchos paises desarrollados, o0 recientemente
desarrollados, debida al aumento de la edad de la poblacion, dietas no
saludables, obesidad y vida sedentaria. Segun estimaciones de la International
Diabetes Federation (http://www.idf.org/home/), alrededor del 5.1% de la

poblacion con edades comprendidas entre 20-79 anos, unas 194 millones de
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personas, sufren de diabetes mellitus en todo el mundo y se espera que esta
estimacion haya aumentado a 333 millones (6.8% de la poblacién adulta) en el
2025. Todo ello hace de este proceso una de las enfermedades no contagiosas
mas frecuente. Detras de Rusia, Italia y Turquia, Espana es el pais europeo
con mayor numero de diabéticos en Europa (casi 3 millones) y se prevé que en

2025 afecte a un millon mas de personas.

La diabetes mellitus es una enfermedad relativamente comun cuya
prevalencia, incidencia, mortalidad y morbilidad asociadas hacen de esta
afeccién uno de los principales problemas de salud publica del siglo XXI. Es
una enfermedad crénica que desarrolla a lo largo de su evolucién gran numero
de complicaciones y que representa un numero muy importante de consultas
médicas, hospitalizaciones, pensiones de invalidez y muerte. Su impacto
econdmico para el sistema de salud y la sociedad es muy elevado, generando
un coste econémico que multiplica por cuatro el ocasionado por la poblacién no
diabética. Segun la International Diabetes Federation los costes sanitarios
anuales derivados de la diabetes mellitus en todo el mundo, para un rango de
edad de 20-79, afios esta estimado en al menos 153 billones de dodlares,
pudiendo ser de hasta 286 billones. Si las predicciones de la prevalencia de
esta enfermedad se cumplen, los gastos sanitarios totales y directos de la
diabetes en todo el mundo alcanzaran entre 213 y 396 billones de ddlares en
2025, lo que supondria entre el 7% y 13% de los presupuestos sanitarios de los

paises con alta prevalencia.

El coste estimado de la diabetes en Espafia en el 2002 osciloé entre

2400 y 2675 millones de euros, es decir, el 6.3-7.4% del gasto total del Sistema
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Nacional de Salud (Oliva et al., 2004). Aproximadamente un 60% de los costes
directos son debidos a hospitalizacion, siendo en su mayor parte debida a
complicaciones de tipo cardiovascular (Hart et al., 1997). Otro aspecto a
considerar es el que hace referencia a la enfermedad vascular periférica y su
complicacion mas grave, la amputacién, que supone un impacto importante
tanto en los costes sanitarios como en la salud del paciente. En Espafia, sélo el

gasto por amputacion supuso un 7% del coste directo (Rubio et al., 1998).

1.2. Tipos de diabetes mellitus

La diabetes mellitus es un grupo de desérdenes metabdlicos con una
manifestacion en comun: la hiperglucemia. Son muchos los procesos
patolégicos que estan implicados en el desarrollo de la enfermedad. Se
incluyen procesos que destruyen las células beta pancreaticas, con la
consecuente deficiencia en insulina, y otros que se deben a una resistencia a la
insulina. En 2002 un comité de expertos internacionales realizé un informe con
las siguientes recomendaciones para la clasificacion y el diagnéstico de la
diabetes mellitus (Report of the Expert Committee on the Diagnosis and

Classification of Diabetes Mellitus, 2002):

1.2.1. Diabetes tipo 1

Anteriormente denominada de tipo |, diabetes mellitus insulino-

dependiente o diabetes juvenil, se caracteriza por la destruccién de las células
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beta pancreaticas por un proceso autoinmune y suele conllevar un déficit
absoluto de insulina. Constituye el 10% de todos los casos de diabetes
primaria. El inicio de la enfermedad suele ser agudo y se desarrolla en un
periodo de tiempo de unos pocos dias o semanas. Practicamente el 95% de las
personas con diabetes tipo 1 desarrollan la enfermedad antes de los 25 afios,
siendo habitual en la infancia o la adolescencia. Tiene la misma incidencia en
ambos sexos y una mayor prevalencia en la poblaciéon blanca. La causa es
compleja y aun no esta esclarecida; implica factores genéticos, virus, dieta, asi
como factores quimicos y ambientales. Cursa con polifagia, polidipsia, poliuria,
y pérdida de peso en poco tiempo. Los pacientes no responden a tratamientos
con antidiabéticos orales y requieren la administracion de insulina para su
supervivencia, ya que sin ella desarrollan graves complicaciones metabdlicas,
como la cetoacidosis aguda y el coma diabético. La mayoria de los pacientes
tienen una forma autoinmune de diabetes tipo 1, con anticuerpos en las células
de los islotes pancreaticos y frecuentemente cursan con otros desordenes
como tiroditis de Hashimoto, enfermedad de Addison, vitiigo o anemia
perniciosa. Algunos pacientes, en general de origen africano o asiatico, no
tienen anticuerpos pero presentan manifestaciones clinicas similares, por lo
que consecuentemente se incluyen en esta clasificacion y su enfermedad se
denomina “forma idiopatica” de la diabetes mellitus tipo 1. Se estan ensayando
otros posibles tratamientos como el transplante de pancreas o el transplante de

células beta.
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1.2.2. Diabetes tipo 2

Anteriormente denominada diabetes tipo Il o diabetes mellitus no
insulina-dependiente. Es la forma mas comun de la diabetes (80-90% de los
afectados) y se caracteriza por desérdenes en la accidén de la insulina y en la
secrecion de la misma. Ambas caracteristicas suelen estar presentes a la vez
cuando este tipo de diabetes se manifiesta clinicamente. Esta fuertemente
asociada con un historial familiar de diabetes, edad avanzada, obesidad y falta
de ejercicio. Es mas comun en mujeres, especialmente en aquellas con un
historial de diabetes gestacional, en negros, hispanos y nativos americanos. La
resistencia a la insulina e hiperinsulinemia eventualmente producen alteracion
de la tolerancia a la glucosa. Las células beta quedan exhaustas favoreciendo
aun mas el ciclo de la intolerancia a la glucosa y la hiperglucemia. La etiologia
de la diabetes tipo 2 es multifactorial, probablemente genética, pero también
condicionada por factores relacionados con los habitos de vida. Este tipo de
diabetes responde al tratamiento con antidiabéticos orales y muchos pacientes
pueden tratarse sélo con una dieta adecuada y ejercicio fisico (Oztiirk et al.,

1996; Robbins, 2000).

Existe un tercer grupo de diabetes muy heterogéneo de etiologias
muy variadas. Este grupo incluye personas con defectos genéticos en la
funcion de las células beta o con defectos en la accidon de la insulina; personas
con enfermedades del pancreas exocrino, como pancreatitis o fibrosis quistica;
personas con disfuncion pancreatica causada por farmacos, sustancias

quimicas o infecciones. El cuarto grupo lo constituye la diabetes gestacional.
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1.3. Complicaciones asociadas a la diabetes mellitus

Antes de 1921 la causa principal de muerte en pacientes diabéticos
era la cetoacidosis diabética, con coma, debido a la falta de insulina (King et
al., 1996). Sin embargo, con el descubrimiento de la insulina la mayor causa de
mortalidad y morbilidad recae, hoy en dia, sobre el fallo renal y las
complicaciones cardiovasculares, que afectan tanto al corazén como a los

vasos periféricos (Morrish et al., 2001).

Existe una clara relacion entre las complicaciones crénicas y la
duracion de la hiperglucemia. Las complicaciones vasculares van a aparecer
como consecuencia de la afectacion de los vasos. Las macroangiopatias
afectan fundamentalmente a los grandes vasos (coronarias, carétida, arterias
de los miembros inferiores) que muestran grandes cambios parecidos a los de
la arteriosclerosis con depdsito de grandes placas de lipidos en las arterias y
calcificacion de la tunica media. Son la principal causa, en pacientes diabéticos,
de infarto de miocardio, isquemia e infarto cerebral y gangrena isquémica de
los miembros inferiores. Sin embargo, la mayoria de las complicaciones
circulatorias de la diabetes ocurren en la microcirculacion, son las
microangiopatias. El cambio morfolégico mas caracteristico en los vasos
afectados es el engrosamiento de la membrana basal. Esto provoca una
disminucién del aporte de nutrientes a los tejidos y de la eliminaciéon de los
productos de desecho, o que conduce a lesiones tisulares irreparables. Este
hecho constituye una de las causas mas frecuentes de amputaciones no
traumaticas de los miembros inferiores. La retinopatia diabética y nefropatia

son las principales manifestaciones de la microangiopatia, con ceguera y fallo

10
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renal como ultimas consecuencias. La microangiopatia de los vasa nervorum
es importante en la neuropatia diabética, afectando principalmente los nervios
sensitivos y el sistema autonomo (Yuan et al., 1999). Ciertas complicaciones
diabéticas no son fatales para la vida del enfermo pero pueden alterar de forma
significativa su calidad de vida. En los hombres puede producirse impotencia y
en ambos sexos es frecuente la disfuncién de la vejiga y del intestino grueso

(Stehouwer, 1997; Robbins, 2000).

1.3.1. Diabetes y afectacion cerebrovascular

Hace mas de 2400 afos el padre de la medicina, Hipdcrates,
reconocio y describié el accidente cerebrovascular como el "inicio repentino de
paralisis". Hasta hace unos anos, el término general que los médicos aplicaban
a cualquier persona afectada repentinamente por paralisis se conocia como
apoplejia. La primera persona en investigar los signos patolégicos de la
apoplejia fue Johann Jacob Wepfer, a mediados del siglo XVII. De los estudios
de autopsias dedujo la importancia de las arterias carétidas y vertebrales en el
suministro de sangre al cerebro. Wepfer fue también la primera persona en
indicar que la apoplejia, ademas de ser ocasionada por la hemorragia en el
cerebro, podria también ser causada por un bloqueo de una de las arterias
principales que suministran sangre al cerebro. Asi pues, la apoplejia vino a
conocerse como enfermedad cerebrovascular. Hay dos formas de accidente
cerebrovascular: el accidente cerebrovascular isquémico, cuando hay un

bloqueo de un vaso sanguineo que suministra sangre al cerebro, y el accidente
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cerebrovascular hemorragico, cuando ocurre un sangrado en el cerebro y

alrededor del mismo.

La enfermedad cerebrovascular es una complicacion importante de la
diabetes mellitus. Los pacientes diabéticos tienen de dos a cuatro veces mas
riesgo de padecer accidentes cerebrovasculares, asi como una mayor
mortalidad y menor recuperacién tras el accidente cerebrovascular que los
pacientes no diabéticos (Caplan, 1996). Ademas, los pacientes diabéticos
tienen doce veces mas posibilidades de ser hospitalizados por problemas
cerebrovasculares y el 15% de los costes de la enfermedad cerebrovascular se
atribuyen a la diabetes (Lukovits et al., 1999). El riesgo relativo de accidente
cerebrovascular de la diabetes alcanza el punto mas elevado entre los
cincuenta y los sesenta afios de edad y disminuye después de esta edad,

presentandose en los hombres a edades mas tempranas que en las mujeres.

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

de 25 a 30% y durante el primer afio de 15 a 25%, y hasta de 60% a los cinco
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afos, por lo que la enfermedad cerebrovascular disminuye en forma notable la
esperanza de vida. La recurrencia de enfermedad cerebrovascular es de 5 a
15% durante el primer afio y hasta de 40% a los cinco afos; entre 25 y 40% de

los sobrevivientes padecen secuelas que llevan a la incapacidad total o parcial.

El impacto econdmico de la enfermedad cerebrovascular relacionado
con la diabetes es considerable; el coste total del accidente cerebrovascular en
los Estados Unidos se estima en unos 43 billones de délares por afo; el coste
directo de la atencion médica y la terapia en unos 28 billones por afo y los
costes indirectos de la pérdida de productividad y otros factores en unos 15

millones anuales.

1.3.2. Diabetes y afectacion renal

La nefropatia diabética es una de las principales causas de fallo renal
en los paises desarrollados (Breyer, 1992). Viene definida tanto por la
macroalbuminuria (excrecion urinaria de albumina superior a 300 mg/24 horas),
como por una funcién renal anormal, puesta de manifiesto por valores
anormales de la concentracion sérica de creatinina, del calculo del

aclaramiento de creatinina o de la tasa de filtracion glomerular.

Clinicamente, la nefropatia diabética se caracteriza por un rifidén
hipertréfico, un incremento progresivo de la proteinuria y una disminucién de la
tasa de filtracion glomerular. Estas modificaciones precoces pueden ser
producidas por una vasodilatacion renal, especialmente de la arteriola aferente,

lo que conduce al aumento del flujo y de la presion intraglomerular; también
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son consecuencia de los cambios estructurales y de superficie que se producen
por la hipertrofia renal concomitante. Es importante resaltar las alteraciones de
las sustancias vasoactivas y el consecuente desequilibrio entre los sistemas
dilatador y vasoconstrictor que resulta en un predominio de los primeros, dando
lugar a un rifién hiperfiltrante y un aumento de la presion intraglomerular. La
nefropatia asociada con otras complicaciones de la diabetes tiene como
consecuencia un elevado riesgo de morbilidad y una tasa de mortalidad treinta

veces superior a la poblacién general (Mogyorosi y Ziyadeh, 1996).

El desarrollo de la enfermedad es paulatino. EI 10-30% de diabéticos
desarrollan microalbuminuria y, sin intervencién terapéutica, el 80% de los
diabéticos tipo 1 que desarrollan microalbuminuria aumentan su excrecion en
10 a 15 afios llegando a la fase de nefropatia clinica. De ellos, en otros 10
anos, el 50% llegan a padecer insuficiencia renal terminal (IRT) y, en 20 afios,
mas del 75%. De los diabéticos tipo 2 que desarrollan microalbuminuria, entre
el 20 y 40% progresan a la fase de nefropatia clinica. De ellos, sélo un 20%
llegan a la IRT pero esto es debido fundamentalmente a que fallecen por
causas cardiovasculares antes de comenzar un tratamiento sustitutivo (dialisis

o transplante renal) (Breyer, 1992).

Segun la American Diabetes Association, en USA la nefropatia
diabética representa el 40% de nuevos casos de IRT; en el afio 2000, mas de
cuarenta mil diabéticos iniciaron el tratamiento para la IRT mientras que unos
ciento treinta mil estaban con diadlisis o esperando un transplante de rifién
(http://www.diabetes.org/diabetes-statistics/kidney-disease.jsp). Esta situacion

supone una enorme carga economica para los sistemas de salud, sobre todo
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cuando se llega a necesitar dialisis o trasplante renal. Otro aspecto, no menos
importante, es el deterioro de la calidad de vida, para el enfermo y su familia,
como consecuencia del sufrimiento, limitaciones, pérdida de ingresos y gastos

derivados de la enfermedad.

De acuerdo con el Estudio Diamante, realizado en pacientes con
diabetes tipo 1, la prevalencia e incidencia de la nefropatia diabética en Espafa
es comparable a los datos obtenidos en otros paises; varia mucho, desde <5%
al 30% segun el area geografica, la poblacion estudiada y los enfoques
terapéuticos (Esmatjes y De Alvaro, 2002). En Espafia, segun datos de la
Sociedad Espafnola de Nefrologia (http://www.senefro.org) la diabetes mellitus
supuso el 23% de las inclusiones en dialisis del afio 2000, siendo la causa mas
frecuente de todas. En la Comunidad Valenciana la nefropatia diabética supuso
en el afio 2003 el 8.86% de las enfermedades renales, el 4.69% de los
transplantes renales y el 70% de los fallecimientos por enfermedad renal

(Registro de los enfermos renales de la Comunidad Valenciana, 2003).

2. MODELOS EXPERIMENTALES DE DIABETES

2.1. Ventajas e inconvenientes

La investigacion de la diabetes en humanos estd muy limitada por
consideraciones éticas obvias. Es por ello que los modelos animales de
experimentacion se han ido utilizando ampliamente en los estudios biomédicos.
Ademas, la diabetes es una enfermedad crénica, con secuelas remotas

distintas de los sintomas tempranos, de manera que entender la patologia
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diabética requeriria toda una vida de estudios seriados. El uso de animales de
experimentacion evita estos problemas: no soélo son de generacion rapida,
propiciando realizar estudios genéticos en relativamente poco tiempo, sino que
permiten realizar estudios de la implicacién de factores ambientales en la
enfermedad como son la dieta, ejercicio, drogas, toxinas y agentes infecciosos.
Ademas, los modelos animales son necesarios para entender la patogénesis
de las complicaciones y comprobar nuevas estrategias diagndsticas,

terapéuticas, de prevencion o de diagndstico temprano.

Los modelos experimentales de diabetes mellitus exhiben muchas
caracteristicas de la diabetes clinica, siendo la mas comun la hiperglucemia.
Esta es la razén por la que no solo se han usado para entender la etiologia de
la enfermedad sino también para investigar los mecanismos implicados en las
complicaciones diabéticas. Estos modelos utilizan animales que, o bien sufren
espontaneamente un sindrome similar a la diabetes, o bien se les induce
experimentalmente con productos quimicos, virus o extirpando el pancreas. De
todas formas, ninguno de los modelos experimentales utilizado es totalmente
igual a la enfermedad humana. Pero los organismos intactos tienen una gran
complejidad que imposibilita un estudio detallado de mecanismos moleculares
o la interaccion agonistas/antagonistas con sus receptores. Estas limitaciones
pueden superarse gracias a modelos in vitro donde la contribucion de los
componentes de la sangre se eliminan y donde la temperatura del tejido, el
medio extracelular e incluso la biodisponibilidad de nutrientes e iones, pueden

estar estandarizados.
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2.2. Tipos de metodologia

La investigacion biomédica emplea con frecuencia modelos animales
como sustitutos del ser humano. En ellos, los mecanismos patolégicos guardan
similitud con la enfermedad humana para la cual el animal sirve de modelo. La
investigacion en animales ha sido crucial para el entendimiento de la compleja
patogénesis de la diabetes: en 1859, Claude Bernard demostré en el perro que
el glucdégeno hepatico es la fuente de la glucosa circulante. Trabajando sobre la
misma especie, Oscar Minkowski describié en 1899 la vinculacion del pancreas
con la diabetes. Finalmente, en 1921, Banting y Best aislaron la insulina en el

perro y la emplearon en el tratamiento de la diabetes humana.

2.21. Diabetes quirurgica

Consiste en realizar una pancreatectomia parcial o total. Tiene

sobretodo una importancia historica ya que hoy en dia casi no se usa.

2.2.2. Diabetes quimica

Entre las distintas drogas y sustancias quimicas, los diabetdégenos
mas usados y eficaces son el aloxano y la estreptozotocina. Otros compuestos
tienen una actividad diabetégena débil y su efecto no es especifico de las
células beta pancreaticas. La administracion de aloxano o estreptozotocina ha
sido ampliamente aceptada por causar en el animal de experimentaciéon un

estado similar al visto en pacientes con diabetes tipo 1: hiperglucemia,
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polidipsia, polifagia, poliuria, asi como la mayoria de las complicaciones
asociadas a la diabetes como son las cardiomiopatias, neuropatias,
disfunciones coronarias, alteraciones hepaticas, traqueales, del tejido

conectivo, etc.

El aloxano (2,4,5,6-tetraoxohexahidropirimidina) es una sustancia
quimica inestable y reactiva que existe en varias formas tautoméricas. Causa
diabetes en animales gracias a su habilidad de destruir las células beta
productoras de insulina del pancreas (Webb, 1966; Cooperstein y Watkins,
1981; Lenzen y Panten 1988; Oberley, 1988). Se trata de un compuesto
hidrofilico que a pH neutro se reduce rapidamente a acido dialurico, que es la
forma toxica del compuesto (Lenzen y Munday, 1991; Munday et al., 1993).
Inhibe enzimas dependientes de grupos tiol como la glucoquinasa y la
hexoquinasa (Lenzen y Panten, 1988) y sufre ciclaciones redox en presencia
de agentes reductores fisioldgicos, generando especies reactivas del oxigeno
(Winterbourn y Munday, 1989). Se piensa que son estas ultimas las implicadas
en el comienzo de los cambios téxicos que llevan a la muerte de las células

beta pancreaticas (Oberley, 1988).

Los efectos del aloxano son dependientes del tiempo: tras 5 min de
incubacion con una concentracion de 5 mM no se observan signos de
degeneracion de los islotes pancreaticos; tras 1 hora, casi el 40% de las células
beta pancreaticas sufren necrosis y tras 4 h de incubacion, la proporcién es del
60-100% de células con necrosis, con una cromatina muy condensada y con un

aumento del espacio entre las membranas nucleares. Aunque practicamente
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todas las células beta sufren necrosis pasado este tiempo, las células alfa y

delta permanecen intactas (Jorns et al., 1997).

Tras la inyeccién via intravenosa de aloxano, los animales muestran
una hiperglucemia transitoria seguida en unas pocas horas de hipoglucemia
que revierte a hiperglucemia al cabo de 24-48 horas. Teoéricamente se
esperaria que los animales inyectados con aloxano o estreptozotocina
mostraran una falta total de insulina proveniente de sus células beta
pancreaticas y necesitaran obligatoriamente la administracion exdgena de
insulina para vivir. Sin embargo, a pesar de presentar niveles insignificantes de
insulina endégena, pueden sobrevivir durante meses sin tratamiento. Sélo las
ratas Bio Breed (BB) son espontaneamente diabéticas tipo 1 y necesitan

insulina para vivir (para una revision del tema ver Oztiirk et al., 1996).

Los animales tratados con aloxano desarrollan varias alteraciones en
la respuesta vascular (Tesfamariam et al., 1989; Kamata et al., 1992; Feletou et
al.,, 1994). En conejos, las disfunciones endoteliales observadas ex vivo en
aorta de animales diabéticos pueden mimetizarse, in vitro, exponiendo
segmentos aodrticos de conejos sanos en concentraciones elevadas de glucosa
durante 6 horas (Tesfamariam et al., 1990). Estas anormalidades se han
asociado a la produccién de prostaglandina endoperdxido-tromboxano A, por

las células endoteliales.
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2.2.3. Diabetes viral

Hasta la fecha se han identificado 13 virus distintos capaces de
desarrollar diabetes tipo 1 en humanos y en varios modelos animales (Jun y

Yoon, 2001).

2.2.4. Diabetes espontanea

Aunque la mayoria de las especies pueden presentar diabetes
espontanea, durante mucho tiempo no se dispuso de modelos animales
adecuados. El empleo en el laboratorio de perros, monos y cerdos, animales de
gran tamafo y con periodos vitales relativamente prolongados, es costoso y
poco eficiente. La aplicacion de la genética molecular en el disefio de modelos
animales de enfermedades humanas ha permitido un importante avance en el
conocimiento de la patogenia de condiciones patolégicas generadas por un gen
defectuoso. Los modelos animales constituyen una interesante alternativa de
estudio, ya que pueden permitir comprender cémo un defecto genético
molecular especifico llega a traducirse en un fenotipo particular en un sistema
vivo integrado y complejo. Ademas de la existencia de diferentes especies que
presentan mutaciones espontaneas que sirven como modelos naturales de
enfermedades con base genética, la preparacion de cepas de animales
genéticamente manipulados, particularmente ratones transgénicos (que
sobreexpresan) y knockout (que no expresan) para un gen de interés, han
contribuido enormemente a la identificacién, el analisis de la secuencia

temporal y de la interrelacion de los diferentes fendmenos patogénicos
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derivados de la funcion anormal de dicho gen que llevan al desarrollo de un

fenotipo equivalente a la enfermedad humana.

En las ultimas décadas del siglo XX se progresé notablemente en la
comprension de la diabetes tipo 1 como enfermedad autoinmune a través de
los resultados obtenidos en las ratas BioBred (BB) y en el raton NOD. Los
célebres ratones ob y db también son modelos de diabetes espontanea debido
a una mutacion recesiva; los animales homocigotos para el gen defectuoso son
diabéticos, obesos y estériles. Otros animales mutantes usados para la
investigacion con varias caracteristicas de la diabetes humana son las ratas
Cohen y Zucker, los ratones C57BI/KsJdb, los hamsteres chinos y las ratas
OLETF (como modelo de diabetes tipo 2). Los ratones db/db estan bien

caracterizados y se utilizan como modelos de diabetes tipo 2.

3. MECANISMOS REGULADORES DE LA REACTIVIDAD

VASCULAR

Los vasos sanguineos estan formados por una capa externa o
adventicia y una capa media formada por células musculares lisas de potencia
variable. Ademas, en la parte mas interna se localiza la capa intima, formada
por el endotelio y una membrana basal. El endotelio presenta una estructura
variable segun el tipo de vaso (arterial o venoso, grandes vasos, medianos o
microvasos) y el territorio (cerrado, continuo, discontinuo o fenestrado). Las
células endoteliales forman una monocapa continua que tapiza la cara luminal

interna de las arterias, las venas, los capilares y los vasos linfaticos de los
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mamiferos, con una estructura muy organizada que asegura el acoplamiento

funcional entre ellas.

Inicialmente se pensaba que el endotelio era una simple barrera
inerte entre la sangre y la pared vascular. Sin embargo, a partir de la década de
los 80, el endotelio ha dejado de ser considerado una barrera selectiva que
contiene al plasma y elementos formes de la sangre, y permite el intercambio
de nutrientes y desechos. Este verdadero 6rgano dentro de otros 6rganos pesa
casi 3.5 kg (5% del peso corporal total en un adulto de 70 kg), y sus células
consumen gran cantidad de energia, fruto de su activo metabolismo. En
condiciones fisioldgicas, el endotelio actia como un regulador inhibidor de la
contraccion vascular, adhesién leucocitaria, crecimiento de las células del
musculo liso vascular y agregacion plaquetaria a través de la produccion de
una serie de moléculas activas biolégicamente (Palmer et al., 1987); el
endotelio también desempena otro tipo de acciones fisioldgicas como son la
recaptacion y metabolizacién de la 5-HT y de la noradrenalina circulante, la
conversion de la angiotensina | en angiotensina IlI, el metabolismo de la
bradiquinina, asi como la liberacién de noradrenalina por las terminaciones

nerviosas adrenérgicas (Cohen y Weisbros, 1988).

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

que la disfuncion endotelial esté involucrada en numerosas patologias.

Las células endoteliales producen tres sustancias principales con

accion vasodilatadora: oOxido nitrico, factor hiperpolarizante (EDHF) vy
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prostanoides como la prostaciclina (prostaglandina ;). Pero el tono y la
estructura del sistema vascular estan regulados también por sustancias
vasoconstrictoras sintetizadas por el mismo endotelio, manteniendo un delicado
equilibrio con las sustancias vasodilatadoras. Los representantes mas
interesantes, si bien no los unicos, son la endotelina, la angiotensina Il y los

prostanoides vasoconstrictores (tromboxano A, prostaglandina Fyq, etc.).

3.1. Oxido nitrico

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

como el éxido nitrico (NO).

El NO es una molécula pequefa, en estado gaseoso, compuesta por
un atomo de nitrégeno y uno de oxigeno y que contiene un electrén
desapareado. Estas caracteristicas hacen que el NO sea un mensajero ideal:
por ser una molécula no cargada puede difundir libremente a través de las
membranas. Ademas, el hecho de poseer un electron desapareado hace que
sea un radical y, por tanto, que sea muy reactivo (Lowenstein et al., 1994). Por
ultimo, su tiempo de vida es muy corto, apenas 3 a 5 segundos,

transformandose en formas inactivas como el nitrito y el nitrato. La

23



Introducciéon

oxihemoglobina y los radicales libres del O, son las principales moléculas que
catalizan esta reaccion. Esta es la razon por la que el NO no puede actuar a
distancia y sélo lo hace a nivel local (accién paracrina). A su vez actua sobre la
propia célula endotelial generadora, limitando su formacién (acciéon autocrina)

en un mecanismo autorregulador de retroalimentacion negativa.

El NO se forma en una reaccion catalizada por el enzima oxido
nitrico sintasa (NOS) que convierte la L-arginina y el oxigeno en citrulina y NO.
Se han aislado varias isoformas de NOS homadlogas que se han dividido en dos
categorias con distinta regulacién y actividad (Moncada et al., 1997): las
isoformas constitutivas endotelial (eNOS) o neuronal (nNOS) se situan en el
endotelio vascular, son Ca®** y calmodulina dependientes (Veelken et al., 2000).
Son inactivas hasta que los niveles de calcio intracelulares aumentan, la
proteina de union al calcio, calmodulina, se une al calcio y el complejo activa la
oxido nitrico sintasa. Las isoformas constitutivas sintetizan entonces pequenas
cantidades de NO hasta que los niveles de calcio disminuyen. La isoforma NOS
inducible (iINOS), calcio independiente, se expresa tras varios estimulos
inflamatorios en las células endoteliales, células musculares lisas de la pared
vascular y macrofagos. La cantidad de NO generada por la NOS inducible es

siempre mayor que la generada por la NOS constitutiva (Etienne et al., 1996).

El NO se produce normalmente en muchos tipos de células, entre
ellas las endoteliales, y es capaz de regular una gran cantidad de procesos
bioldgicos. Al revés de lo que sucede con la mayoria de las moléculas que
transmiten sefales entre células (hormonas, neurotransmisores y factores de

crecimiento), el NO difunde fuera de la célula que lo ha generado y penetra en
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las células efectoras, donde interacciona con sus dianas moleculares a través
de receptores especificos asociados a la membrana plasmatica. EI NO tiene
funciones que varian desde la neurotransmision hasta la vasodilatacion. En
muchos casos lleva a cabo sus efectos biolégicos bien activando la guanilato
ciclasa e incrementando la sintesis de GMP ciclico a partir de GTP, bien a
través de mecanismos independientes de GMP ciclico: interaccion con metales
de transicion, radicales libres, acidos grasos insaturados y otras moléculas.
Algunas de estas reacciones dan como resultado la oxidacion del 6xido nitrico
a nitritos o nitratos para finalizar su accion mientras que otras pueden alterar la

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

En humanos el papel del NO en el mantenimiento del tono vascular
esta bien establecido gracias al uso de analogos de L-Arginina (Cardillo et al.,
2000). Los vasos sanguineos se encuentran en un estado constante de
dilatacion activa mediada por NO. Las células endoteliales liberan
continuamente pequenas cantidades de NO que producen un nivel basal de
relajacion del musculo liso vascular. EI NO es un autorregulador del flujo
sanguineo; regula el flujo sanguineo en el cerebro (Toda et al., 1990; Tanaka et
al., 1991), corazén (Amezcua et al., 1989; Jones et al., 1992), pulmén (Fineman
et al., 1991), tracto gastrointestinal (Iwata et al., 1992) y rifiones (Yukimura et
al.,, 1992). Ajusta de forma automatica el flujo sanguineo en respuesta a
cambios locales en algunas regiones del sistema vascular. Algunos de estos
factores fisicos a los que las células endoteliales responden con un aumento de
la produccion de NO son: la isquemia, estrés por friccion o cizallamiento, e

incremento del flujo sanguineo a través del vaso. Factores localmente liberados
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por el tejido adyacente, como bradiquinina o acetilcolina, también pueden
inducir la liberacién de NO en algunos vasos pero no en otros. La liberacién de
NO en el sistema vascular también esta controlada por el sistema nervioso
autéonomo. Los nervios parasimpaticos, que expresan Oxido nitrico sintasa,
terminan en la adventicia de algunos grandes vasos, como las arterias
cerebrales y retinianas (Nozaki et al., 1993). Los nervios liberan NO y difunde
en la tunica media muscular del vaso, causando vasorrelajacion (Lowenstein et

al., 1994).

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

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

3.2. EDHF

El factor hiperpolarizante de las células del musculo liso dependiente
de endotelio (EDHF) se describié por primera vez hace 22 afios (Bolton et al.,
1984). Sucesivos estudios revelaron que el EDHF era responsable de la
respuesta vasodilatadora mantenida cuando se bloqueaba simultaneamente la
acciéon de la NO sintasa y la ciclooxigenasa (Chen et al., 1988; Taylor y
Weston, 1988). La caracteristica que define la respuesta atribuida al EDHF es

que la relajacion del musculo liso vascular siempre va acompafiada de una
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hiperpolarizacion de gran amplitud que produce vasorrelajacion a través de la

apertura de los canales de potasio.

A pesar de los numerosos estudios realizados para identificar el
factor especifico responsable de la hiperpolarizacion dependiente de endotelio
se desconoce su estructura quimica. Se ha propuesto una amplia variedad de
factores para desempefiar este papel: iones potasio (K*) (Edwars et al., 1998),
el acido epoxieicosatrienoico (EETs) (Gautier et al., 2005), el peroxido de
hidrogeno (H»0;) (Matoba y Shimokawa, 2003) y el péptido natriurético tipo C

(Chauhan et al., 2003).

La contribucién del EDHF a la relajacion depende notablemente del
tamano del vaso; en las grandes arterias tanto el NO como el EDHF
contribuyen de la misma forma mientras que en microvasos la mayor parte de

la relajacion se debe al EDHF (Urakami-Harasawa et al., 1997).

3.3. Prostanoides

En 1930 Kurzrok y Lieb notificaron que el semen humano producia
cierto estado de relajacién en algunos segmentos del utero de la mujer si ésta
ya habia estado embarazada, pero ejercia el efecto contrario en mujeres
estériles. Posteriormente, en 1934, Von Euler demostré que ciertas sustancias
lipidicas extraidas de las glandulas prostaticas del carnero eran capaces de

estimular ciertos musculos lisos no vasculares y las denominé prostaglandinas.
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Figura 1. Metabolismo del acido araquidonico

Se han denominado eicosanoides a las familias de prostaglandinas,
leucotrienos y compuestos similares que derivan de acidos grasos esenciales
poliinsaturados de 20 carbonos que contienen 3, 4 6 5 enlaces dobles. En los
seres humanos, el acido araquiddnico (AA) es el precursor mas abundante y
esta presente en la dieta o se puede sintetizar a partir del acido linoleico de los
alimentos. ElI AA se esterifica hasta generar fosfolipidos en las membranas
celulares u otros lipidos complejos. En la célula su concentracion libre es muy
pequefia y, por ello, la biosintesis de eicosanoides depende de su
disponibilidad para que sobre ellos actuen los enzimas que los sintetizan; esto
es consecuencia de su liberacion desde los depdsitos celulares de lipidos por
accion de la fosfolipasa A;. El AA, liberado por los fosfolipidos de la membrana
celular, es el precursor de un conjunto de sustancias fisiologicamente activas
obtenidas a través de dos vias metabdlicas: la ciclooxigenasa y la

lipooxigenasa. La via de la ciclooxigenasa es inhibida por la aspirina y la
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indometacina y produce una serie de prostaglandinas entre las que se
encuentran la prostaciclina, el tromboxano A y la prostaglandina Fy,. La via de
la lipooxigenasa lleva a la formacién de diversos endoperdxidos y leucotrienos
entre los que se encuentran el acido epoxieicosatrienoico (EET) y el acido
graso 20-hidroxieicosatetraenoico (20-HETE) (Figura 1). Estas sustancias
tienen, con frecuencia, acciones antagodnicas entre las que cabe destacar
vasodilatacién y vasoconstriccion, broncodilatacién y broncoconstriccion,

estimulacién e inhibiciéon de la agregacion plaquetaria, etc.

Se ha descrito la existencia de dos isoformas de ciclooxigenasa, con
diferencias notables entre ellas, tanto en distribucion en los diferentes tejidos

como en su papel fisiolégico: COX-1y COX-2.

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

hormonas.

COX-2 se localiza en numerosos tejidos (cerebro, organos
reproductores, higado, hueso, aparato digestivo, rifién) a unas concentraciones
bajas y constantes, pero determinados estimulos (interleucina-1, factor de
necrosis tumoral, liposacaridos, mitégenos, cAMP) son capaces de inducir una
elevacion importante de su concentracion en los tejidos. Por ello, COX-2 se

considera un enzima inducible, capaz de incrementar sus niveles frente a
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estimulos inflamatorios o fisiolégicos. A nivel renal, COX-2 adquiere mayor
relevancia por su papel en el mantenimiento del tono vasodilatador aferente y
eferente. Recientemente se ha visto que ambas isoformas (COX-1 y COX-2) se
expresan de forma constitutiva en todas las regiones del rindn humano adulto,
pero con una localizacion distinta. COX-1 se asocia con los tubulos colectores
mientras que COX-2 se asocia con la tunica media del musculo liso y los
pericitos de todos los segmentos vasculares pre y postglomerulares (Therland
et al., 2004). Tras el nacimiento, se ha demostrado que la baja expresién renal
de COX-2 se incrementa rapidamente en las dos primeras semanas
postnatales y disminuye progresivamente hasta niveles mas bajos en los

conejos adultos normales (Schumacher et al., 2002).

Ademas de desempenar funciones fisiolégicas en los tejidos, COX-2
es responsable de la produccion de las prostaglandinas que median en la

inflamacion, el dolor, el edema y la fiebre.

La diversidad de los efectos de los prostanoides se explica por la
existencia de receptores caracteristicos que median sus acciones. Las
prostaglandinas E; e |, generadas localmente modulan el tono vascular. La de
tipo l> (prostaciclina), producida por el endotelio vascular, es liberada por
fuerzas de friccion y también por autacoides vasoconstrictores y

vasodilatadores.

El tromboxano A, es un vasoconstrictor potente y participa en la
agregacion plaquetar y contraccion vascular. La prostaciclina es soluble en
lipidos y muy inestable en el organismo. Tras su produccion en las células

endoteliales actia como vasodilatador y anticoagulante local. Produce
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vasorrelajacion predominantemente por la via de la adenilato ciclasa y el
sistema de transduccion del AMP ciclico (Kukovetz et al., 1979; Ignarro et al.,

1985).

Como se ha comentado anteriormente, el endotelio libera también
sustancias con accion vasoconstrictora (endotelina, angiotensina I,
tromboxano A,, etc.), que mantienen un delicado equilibrio con las sustancias
vasodilatadoras. Vamos a centrar nuestra atencion en la endotelina-1 (ET-1),

por ser el tema de la presente Tesis.

3.4. Endotelina-1

3.4.1. Sintesis y regulacién de la ET-1

La ET-1 es uno de los vasoconstrictores naturales mas potentes que
se conocen. Aislada por primera vez a partir de un cultivo de células
endoteliales de aorta porcina, se trata de un péptido de 21 aminoacidos, con un
peso molecular de 2492 Da, que posee un grupo amino y carboxilo libres y dos
puentes disulfuro intramoleculares (Yanagisawa et al., 1988). En mamiferos, la
familia de la endotelina comprende tres isoformas endégenas: ET-1, ET-2 y ET-
3 (Yanagisawa et al., 1988; Inoue et al., 1989). De estas tres isoformas la ET-1

es el unico péptido producido por el endotelio vascular.

La ET-1 es un péptido capaz de secretarse mediante dos vias
(Russell et al., 1998a). El péptido se libera a través de la via constitutiva, de

forma continua por las células del endotelio vascular, para producir una intensa
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vasoconstriccion del musculo liso subyacente, contribuyendo al mantenimiento
del tono vascular endégeno (Haynes y Webb, 1994). El péptido también se
libera, de forma regulada, a partir de los granulos de almacenamiento
especificos de las células endoteliales (los cuerpos de Weibel-Palade) en
respuesta a estimulos fisiolégicos o fisiopatoldégicos produciendo mas
vasoconstriccion (Tasaka y Kitazumi, 1994; Russell et al., 1998b). Por tanto, la
ET-1 actia como una hormona local (vaso sanguineo) mas que circulante,
siendo sus concentraciones comparativamente mas bajas en plasma y en otros
tejidos. La ET-1 es rapidamente internalizada por las células del musculo liso a
través de endocitosis mediada por clatrina (Resink et al., 1990) y aclarada de la
circulacién por mecanismos accionados por receptor en pulmén y rifién (Shiba
et al., 1989; Fukuroda et al., 1994). Aunque las células endoteliales son la
principal fuente de endotelina, los genes que codifican los tres isopéptidos se
expresan en una amplia variedad de tipos celulares como miocitos cardiacos,
epitelio tubular renal, mesangio glomerular, glia, pituitaria, macréfagos, células
cebadas, etc., lo que sugiere que los péptidos pueden participar en complejos
mecanismos reguladores en varios 6rganos. Las células del musculo liso
vascular producen ET-1, al menos in vitro, aunque con una proporcion cien

veces menor que las células endoteliales (Resink et al., 1990).

La expresion de la ET-1 a nivel de transcripcidbn génica esta
modulada por diversos factores como la tension de friccidn mediada por el flujo
intravascular, el estiramiento pulsatil, la hipoxia, la insulina, las lipoproteinas de
baja densidad, la inmunoglobulina-1, el cortisol, la trombina, citoquinas como

los factores de necrosis tumoral alfa y beta, factores de crecimiento, sustancias
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vasoactivas como la angiotensina |l, noradrenalina, vasopresina, bradiquinina,
adrenalina y la propia ET-1 entre otros (Chow et al., 2002). Por el contrario,
NO, prostaciclinas y péptido atrial natriurético inhiben su expresion,
probablemente debido a la inhibicion de cGMP mediada por el metabolismo del
fosfatidilinositol. La heparina también disminuye la expresion del mRNA de la

endotelina pero a través de la inhibicidon de la proteinquinasa C (PKC).

Ademas de producir vasoconstriccion, la ET-1 tiene otras numerosas
funciones: incremento de la potencia contractil de otros vasoconstrictores como
la noradrenalina, serotonina y angiotensina en los vasos sanguineos;
regulacion del barorreflejo e influencia en el sistema nervioso central y
auténomo; modulacion de la excrecion de sodio por el rifidn; contribuye a la
aterogénesis mediante la estimulacion de la adhesion de neutrdfilos,
agregacion plaquetar y proliferacion del musculo liso, actuando como un
antagonista natural del NO; causa la contraccion del musculo liso no vascular
(musculo liso intestinal, traqueal, bronquial, mesangial, uterino y de la vejiga);
estimula la liberacion de neuropéptidos y de péptido natriurético, y la biosintesis
de aldosterona; modula la liberacion de neurotransmisores y aumenta la
resorcion 6sea. Ademas, la endotelina estimula la proliferacién de un gran
numero de tipos celulares, incluyendo las células del musculo liso, miocitos
cardiacos, fibroblastos, astrocitos, etc. (Miyauchi et al., 1999). Se cree que en
muchas de estas células la ET-1 puede actuar potenciando la accion de otros
factores de crecimiento como el factor de crecimiento derivado de plaquetas

(Davenport, 2002). También puede producir vasodilatacion a través de la
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liberacion de NO y prostaciclina. La ET-1 ademas induce la expresiéon de varios

proto-oncogenes (c-fos, c-jun, c-myc, etc).

3.4.2. Receptores de la endotelina-1

Los efectos de las endotelinas estan mediados por la activaciéon de al
menos dos tipos de receptores, acoplados a proteinas G, denominados
receptores de endotelina ETa y ETs (Chow et al., 2002; Davenport, 2002).
Estos receptores se encuentran ampliamente expresados en el territorio
vascular y en estructuras no vasculares como las células epiteliales, y en el

sistema nervioso en la glia y las neuronas.

Los receptores ETa tienen mayor afinidad de unién por ET-1 y ET-2.
Los ETg tienen igual afinidad por todas las isoformas de ET. Ambos tipos de
receptores pueden estimular multiples y complejos mecanismos de
sefalizacion intracelular, incluyendo la activacion de la hidrélisis de
fosfatidilinositol y de la proteinquinasa activada por mitégeno (mitogen-
activated protein kinase, MAPK) y la modulacion de la adenilato ciclasa, entre

otros (Koepp et al., 2002).

En humanos, los receptores ETa predominan en el musculo liso de
los vasos sanguineos; la baja densidad de receptores ETg (<15%) en el
musculo liso explicaria su poca contribucion a la vasoconstriccion tanto en
tejido normal como en tejido alterado (Maguire y Davenport, 1995). Con una
vida media menor de 1 minuto, la ET-1 se elimina rapidamente del plasma, una

acciéon en la que pueden jugar un papel decisivo los receptores ETg,
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considerados por ello como receptores de aclarado (“clearing receptor”)
(Fukuroda et al., 1994; Davenport, 2002). Los receptores ETg localizados en las
células endoteliales también juegan un papel en la liberacién de factores
relajantes derivados del endotelio, como NO y prostanoides (Tirapelli et al.,
2005). La accidn resultante de la liberacion endotelial de ET-1 consiste, por lo
tanto, en una vasodilatacion inicial y transitoria por activacion de receptores
ETgs endoteliales seguida de una contraccién persistente y de inicio lento por
activaciéon de receptores ETa y ETg musculares. La situacién en animales es
mas compleja debido a que la contribucidn relativa de la constriccion mediada
por los receptores ETg puede variar, dependiendo de las especies, lecho
vascular y tamafo del vaso. En algunos vasos sanguineos, como la vena
safena de conejo, la vena yugular de conejo, el lecho vascular renal de rata, los
receptores ETg median la vasoconstriccion. En otros vasos, se piensa que la
ET-1 media vasoconstriccion mediante la activacion de ambos receptores

(Davenport, 2002).

En muchos tejidos y 6rganos los efectos mediados a través de los
receptores de endotelina ETa y/o ETg dependen o estan modulados por
eicosanoides de la via de la ciclooxigenasa (Hyslop y De Nucci, 1992; Rae et
al.,, 1995). Ademas, en algunas células, la ET-1 puede regular al alza la
expresion de la fosfolipasa A, y de COX-1 pero no de COX-2 (Schramek et al.,
1994; Gallois et al., 1998). Por ello, la alteracién de los receptores de ET puede
ser de gran importancia en la patogénesis de varias complicaciones cronicas

de la diabetes.
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3.4.3. Mecanismo de accion de la endotelina

A pesar de haberse realizado numerosos estudios de la funcion de
la endotelina, su significado fisiolégico en el sistema cardiovascular aun no esta
completamente aclarado, pero parece ser de gran relevancia como lo
demuestran los experimentos realizados por Kurihara et al. (1994) con ratones
deficientes para la ET-1. En este estudio se mostraba que en ratones
heterocigotos se producia un pequefio incremento de la presidén arterial; sin
embargo, los ratones homocigotos morian poco después de nacer por razones

desconocidas.

3.4.3.1. Contraccion del musculo liso vascular

La ET-1 induce una contraccion dosis dependiente de los segmentos
vasculares aislados, procedentes tanto de humanos como de animales de
experimentacion, mediante su accién directa sobre el musculo liso
(Yanagisawa et al., 1988). La union de la ET-1 a los receptores ETa 0 ETg de
las células de musculo liso vascular produce (Figura 2) la apertura de los
canales de calcio dependientes de voltaje y, a través del acoplamiento con una
proteina G, la activacion de la fosfolipasa C (PLC). Este enzima inicia la
hidrdlisis de lipidos complejos de la membrana celular, como el fosfatidilinositol
4,5-bifosfato (PIP2) que genera inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y 1,2 diacilglicerol
(DAG), un activador del la PKC y estimula la entrada de Ca**. El aumento de
calcio intracelular activa la quinasa de la cadena ligera de la miosina

dependiente de calmodulina, fosforilandose esta cadena ligera y permitiendo la
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interaccion actina-miosina que desencadena el inicio de la contraccion del
musculo liso. Esta PKC, ademas, es capaz de fosforilar una serie de proteinas
mediando asi efectos celulares que incluyen secrecion, modulacién de
conductancias ionicas, contraccién del musculo liso, proliferacion celular y

activacion del intercambio Na*-Ca®* (Nishizuka, 1988).
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Figura 2. Mecanismo de accion de la ET-1 sobre el musculo liso de la pared
arterial.

El DAG también sirve de sustrato a la fosfolipasa A, para liberar
acido araquidoénico, precursor de las prostaglandinas, tromboxanos vy
leucotrienos, que juegan un importante papel en la regulacion de distintas

funciones celulares (Takuwa, 1993; Horowitz et al., 1996).
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3.4.3. 2. Vasorrelajacion dependiente de endotelio

La endotelina estimula la liberacion de prostanoides vasodilatadores
y NO por parte del endotelio que pueden mediar su efecto vasodilatador y
antiplaquetario (Figura 3). La ET-1 actua a través de receptores ETg que
producen la activacion de la fosfolipasa C (PLC) y abre los canales de calcio,
favoreciendo el aumento del calcio intracelular y la activacion de la PKC. Hay al
menos tres tipos distintos de canales responsables de la entrada de calcio; la
ET-1 activa un canal de calcio dependiente de voltaje, uno que responde a
bajas concentraciones de ET-1 y otro que responde a concentraciones
relativamente mas altas (Chow et al., 2002). La PKC, a su vez, activa la
cascada de serintreoninquinasas, causando la activacion de una MAPK, la cual
fosforila una fosfolipasa A, citosdlica (PLA;) y se libera acido araquiddnico
(AA), que es metabolizado por la via de la ciclooxigenasa a prostaciclina y otros
prostanoides vasodilatadores que actuan en la musculatura lisa vascular
produciendo un incremento de los niveles de cAMP vy relajacion (Takuwa, 1993;

Miyauchi y Masaka, 1999).

El aumento del calcio intracelular activa una isoforma (eNOS) de la
NO sintasa dependiente de calmodulina que sintetiza NO. EI NO actua en la
capa subyacente del musculo liso y activa una guanilato ciclasa soluble que
genera GMP ciclico (cGMP). El incremento intracelular de los niveles de cGMP
produce la relajacion del musculo liso vascular al inhibir tanto la activacion de la
fosfolipasa C producida por agonistas como la apertura de los canales de
calcio, ademas de activar la salida de Ca®" a través de la membrana plasmatica

(Murad, 1986).
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Estudios in vitro y en otros modelos experimentales han indicado la
existencia de interacciones complejas entre el NO y la ET-1. Asi, el NO liberado
por las células endoteliales inhibe permanentemente la sintesis y los efectos
vasoconstrictores de la ET-1, la cual a su vez puede estimular la produccion de
NO por medio de interacciones autocrinas con los receptores ETg

(Kourembanas, 1993; Cardillo et al., 2000).
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Figura 3. Papel del endotelio en la regulacion de la accién contractil de la ET-1

Diversos factores como el stress de estiramiento parietal o friccion
mediado por el flujo intravascular, las catecolaminas, la vasopresina y
oxitocina, la histamina y la bradiquinina, la sustancia P y los neuropéptidos, la

trombina y productos plaquetarios vasoactivos regulan el tono vascular e
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inducen la liberacidon endotelial de sustancias vasodilatadoras, que modulan la
accion de dichos factores. Ademas de todos los factores anteriormente citados,
el tono vascular también viene determinado por otros factores como las

presiones parciales de CO, y O, en sangre o el pH.

4. IMPORTANCIA DE LAS ALTERACIONES VASCULARES EN

LA FISIOPATOLOGIA DE LA DIABETES

La integridad y la funcion de la capa de células endoteliales se
encuentran profundamente alteradas tanto en humanos como en animales

diabéticos (Ruderman et al., 1984; Chan et al., 2000).

4.1. Cambios estructurales en la pared vascular

La diabetes mellitus provoca cambios estructurales, tanto
macroscopicos como microscopicos, en la pared vascular que afectan
principalmente al endotelio, subendotelio y musculo liso. La arteriopatia
diabética se caracteriza por estrechamiento de las arterias a nivel de la tunica
media e intima debido a calcificaciones y a rugosidad endotelial, con formacién
de placas de ateroma (Neubauer y Gundersen, 1983). El crecimiento inicial de
las placas ateromatosas es por la acumulacion de lipidos en el espacio
subendotelial, seguido de una proliferacion del musculo liso y erosion del
endotelio. Como consecuencia, el flujo sanguineo pasa a ser no laminar y se

generan turbulencias y zonas de estancamiento que perpetuan el dafo arterial
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y la formacion de coagulos. Este proceso comienza en las primeras décadas de

la vida.

En la diabetes, ademas de los cambios debidos al flujo, la
hiperglucemia puede, por si misma, producir cambios estructurales y
funcionales vasculares. Altas concentraciones de D-glucosa estimulan la
proliferacion y el crecimiento de las células del musculo liso (Graier et al.,
1995). Ademas, la formacién de los productos de glucosilacion terminal
avanzada, consecuencia de la hiperglucemia crénica, puede tener influencia
sobre los vasos. Estos productos se acumulan en las proteinas tisulares con
reducidas tasas de degradacion y se han implicado en muchas de las
complicaciones asociadas a la diabetes. El aumento de los productos finales de
glucosilacién avanzada provoca una reduccion de la elasticidad vascular y un
aumento de la permeabilidad de la pared vascular en la diabetes (Huijberts et
al., 1993). Ademas, se ha comprobado que el colageno glucosilado suprime el
efecto inhibidor del colageno sobre la proliferacién celular del musculo liso y
puede, por tanto, inducir un aumento del espesor de la pared vascular (lino et

al., 1996).

También se ha descrito un aumento de la proliferacion de las células
endoteliales, y un incremento en el numero de células endoteliales
multinucleadas (Chan et al., 2000). Estudios de microscopia de transmision
electréonica han mostrado que las células endoteliales de corddn umbilical de
mujeres embarazadas de tipo 1 presentan un incremento en la fluidez de la

membrana endotelial, un incremento del area mitocondrial y una fase de
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endocitosis mas fluida en comparaciéon con las obtenidas en cordon de mujeres

no diabéticas (Chan et al., 2000).

Estudios llevados a cabo por The Epidemiology of Diabetes
Interventions and Complications EDIC (1999) demuestran que los pacientes
con diabetes mellitus tipo1 presentan un espesor incrementado de la tunica

media e intima de las arterias carotideas comun e internas.

4.2. Cambios funcionales en la pared vascular

La diabetes proporciona un claro modelo de enfermedad vascular
cronica en la cual la homeostasis alterada de la glucosa se traduce en una
disfunciéon multiorganica. Se ha descrito una alteracion de la funciéon endotelial

con cambios en los mecanismos reguladores de la reactividad vascular.

4.2.1. Disfuncion endotelial en diabetes

El endotelio como consecuencia de su localizacidon, esta expuesto a
las fuerzas mecanicas sanguineas. Esto es particularmente importante en las
grandes arterias y especialmente, en las zonas de bifurcacion donde el flujo
laminar se vuelve turbulento. Asi la influencia mecanica de la presion arterial,
responsable de un incremento de las fuerzas de friccidon sobre las células
endoteliales vasculares, es uno de los mecanismos inductores de la disfuncién

endotelial. Ello puede dar lugar a modificaciones estructurales y/o funcionales
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que afecten a la produccion o a la liberacion de los distintos factores

vasoactivos.

De forma general, se puede definir la disfuncion endotelial como la
serie de alteraciones que afectan la sintesis, liberacién, difusién o degradacién
de los factores que se generan en el endotelio. Los mecanismos responsables
de dichas alteraciones pueden originarse tanto por cambios en los receptores
como en las sefales intracelulares de transduccion, o incluso, por
modificaciones en la respuesta de las células diana de dichos factores. La
disfuncion endotelial no es homogénea en sus caracteristicas y su distribucion;
varia en funcioén de la patologia asociada, asi como con el lecho vascular que
se considere. Cuando el endotelio se somete a la agresion de diferentes
factores de riesgo, como ocurre en la diabetes, pasa a ser considerado como
un endotelio disfuncional (Schalkwijk y Stehouwer, 2005); entonces, las
funciones que antes fueron normales se alteran totalmente, dando (1) una
mayor tendencia a la vasoconstriccidon, (2) una mayor adhesividad de las
plaquetas y de los leucocitos, (3) un crecimiento descontrolado de las células,
especialmente las del musculo liso en la pared del vaso, (4) un aumento del
paso de lipidos al subendotelio, y (5) una mayor tendencia a la trombosis

vascular.

La figura 4 muestra de forma esquematica algunos de los

mecanismos de disfuncidén endotelial descritos en la diabetes.
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Figura 4. Mecanismos de disfuncién endotelial en la diabetes. R, receptor;
EDREF, factores relajantes derivados del endotelio; EDHF, factor hiperpolarizante
dependiente de endotelio; PGI,, prostaciclina; EDCF, factores vasoconstrictores
derivados del endotelio; TXA,, tromboxano A,; PGH,, prostaglandina H,; 5-
HETE, acido 5-hidroxieicosatetranoico; TP, receptor de prostanoides; O,’, anion
superoxido (modificado de De Vriese et al., 2000).

El deterioro vascular es una de las complicaciones caracteristicas de
la diabetes humana y experimental. Algunos de los cambios vasculares en la
diabetes pueden estar relacionados con alteraciones en la funcién endotelial y
en el tono vascular como consecuencia del desequilibrio entre

vasoconstrictores y vasodilatadores.

La disfuncidn endotelial es un hecho temprano en la enfermedad
vascular diabética. Los factores que contribuyen a la disfuncion endotelial en
los pacientes diabéticos aun se desconocen, pero datos derivados de los
modelos experimentales han sugerido varias posibilidades (Pieper et al., 1998;
De Vriese et al., 2000): (a) liberacidén concurrente de un factor vasoconstrictor
derivado del endotelio mediado por la ciclooxigenasa; (b) incremento de la

PKC; (c) utilizaciéon inapropiada de arginina para la sintesis de NO; (d) sintesis
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anormal de NOS debido al cofactor inadecuado; (e) reducciéon de NO por
productos de glucosilacion avanzada y productos del estrés oxidativo; y (f)

aumento de la actividad de la via de los polioles.

Es probable que la glucosa y sus metabolitos medien sus efectos
adversos a través de la alteracion de varias vias de sefial de transduccién
usadas por la célula vascular para llevar a cabo sus funciones y mantener la
integridad celular. Se ha visto que la hiperglucemia o la diabetes inducida
aumentan la produccién del segundo mensajero lipidico, diacilglicerol (Inoguchi,
1994), lo cual produce la translocacion de la membrana y activacién de PKC en
una gran variedad de cultivos de células vasculares al igual que en tejidos
vasculares de pacientes y animales diabéticos. También se altera la expresion
del caldesmodn, activador del plasminégeno 1, fibronectina y otras proteinas de
la membrana basal, todos ellos regulados por la activaciéon de PKC (King et al.,
1996). La inhibicion de PKC restaura la menor relajacién dependiente de
endotelio observada en la aorta de conejos expuestos a elevados niveles de

glucosa (Creager et al., 2003).

El grado de disfuncién endotelial se correlaciona con la duracion de
la diabetes y el control metabdlico. La alteracion de la vasodilatacion que
caracteriza la diabetes puede revertirse con el tratamiento con insulina (Savage

et al., 1995).
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4.2.2. Cambios en el papel del NO

La deficiencia cuantitativa o funcional de NO esta relacionada con
muchas enfermedades. Una insuficiencia de NO se caracteriza por un déficit
neto de NO tisular, inactivacion de NO aumentada, biodisponibilidad de NO
reducida o catalisis de NOS alterada. En todos estos casos, una deficiencia de
NO limitaria la sefal de transduccion dependiente de NO en detrimento de la
funcion celular normal. No se conocen con exactitud los mecanismos por los
cuales la diabetes afecta el balance entre la produccién y la inactivacion de NO.
Se ha descrito una reduccion en la produccion y/o en la respuesta de las

células del musculo liso (Sikorski et al., 1993; Taylor et al., 1995).

Parece probable que la exposicidn prolongada a la hiperglucemia
pueda modular la actividad de la via de la NOS en la diabetes. Se ha sugerido
que la actividad NOS del musculo esta alterada durante la progresion de la
diabetes tipo 1. La hiperglucemia acelera la formacion de productos finales de
la glucosilacién avanzada, incluyendo la hemoglobina glucosilada, la albumina
y otras proteinas plasmaticas. La biodisponibilidad del NO producido por el
endotelio vascular depende de su inactivacion por la hemoglobina y otras
proteinas glucosiladas, asi como por las especies reactivas del oxigeno.
Algunos autores apuntan un destino anormal del NO en la diabetes tipo 1
debido a la formacion de hemoglobina nitrosilada que reduce Ia
biodisponibilidad de NO, alterando la regulacién microvascular y la perfusion

tisular (Milsom et al., 2002).

La sensibilidad del musculo liso vascular puede estar disminuida

incluso con un aporte adecuado de NO. En estudios vasculares en humanos se
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han utilizado frecuentemente donantes de 6xido nitrico o nitrovasodilatadores
(ej. nitroprusiato sddico) como control para el estudio de la vasodilatacion
dependiente de endotelio mediada por distintas sustancias. Estos agentes
actuan directamente sobre el muasculo liso vascular y la vasodilatacion
resultante es independiente de endotelio. Hay evidencias que sugieren que la
sensibilidad del musculo liso vascular al NO se encuentra reducida en la
diabetes y que la hiperglucemia interfiere in vitro con la activacion de la
guanilato ciclasa inducida por NO. Apoyando este hecho, se ha observado una
respuesta alterada a los donantes de NO in vivo en pacientes con diabetes tipo

1 (Vallance y Chan, 2001).

Por el contrario, otros estudios han sugerido una produccion
aumentada de NO (Choi et al., 1999) o un aumento de la sensibilidad de las

células del musculo liso vascular al NO en la diabetes (Yamada et al., 1995).

4.2.3. Cambios en EDHF

Aunque en general se considera que el NO es el principal mediador
de la relajacién dependiente de endotelio, cada vez hay mas evidencias de la
existencia de otros factores relajantes endoteliales que también juegan un
papel importante en el control vasomotor local. E| EDHF es uno de los
principales determinantes del tono vascular en los pequefios vasos de
resistencia en condiciones fisiolégicas y cada vez son mas los estudios que
sugieren que la alteracion de su actividad puede contribuir de forma importante

a las complicaciones microvasculares caracteristicas de la diabetes (De Vriese
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et al., 2000). La naturaleza exacta de esta alteracién resulta controvertida, ya
que se ha observado tanto un aumento como una disminucién de la actividad
del EDHF en la diabetes. La especie es un factor importante a tener en cuenta:
en humanos (Angulo et al., 2003) y en los modelos de rata diabética (Fukao et
al. 1997; De Vriese et al., 2000) la actividad del EDHF se encuentra reducida
en los pequenos vasos de resistencia; sin embargo, los estudios realizados en
ratdbn sugieren que la actividad del EDHF se encuentra aumentada en la

diabetes (Fitzgerald et al., 2005).

4.2.4. Cambios en el papel de prostanoides

La menor relajacion dependiente de endotelio en la diabetes no
siempre se debe a una reduccion de la actividad o de la sintesis de NO o del
EDHF, sino que puede estar relacionada también con cambios en la actividad
de los prostanoides. La diabetes ocasiona una disminucién de la produccion de
prostaciclina (Pieper, 1990). Otros estudios han mostrado un aumento de la
liberacion de prostanoides vasodilatadores para compensar una menor
produccion de NO (Gebremedhin et al., 1988; Koltai et al., 1997). El
antagonismo de los receptores del tromboxano restaura la relajacion de las
arterias piales procedentes de ratas diabéticas (Mayhan et al., 1991).
Tratamientos previos con indometacina in vitro normalizan la menor relajacion
dependiente de endotelio en arterias cutaneas de mujeres con diabetes

gestacional (Knock et al., 1997).
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La glucosa aumenta de forma selectiva la expresion de COX-2 sin
afectar los niveles de COX-1, provocando un aumento de la liberacion de
tromboxano A, y una reduccion de la liberacibn de prostaciclina. Esta
sobrexpresiéon de COX-2 es dependiente de PKC y se traduce en una menor
biodisponibilidad de NO y en un cambio en el equilibrio entre prostanoides
vasodilatadores y vasoconstrictores en favor de estos ultimos (Cosentino et al.,
2003). Altas concentraciones de glucosa no sélo modifican el perfil de
prostanoides, dando lugar a la alteracion del tono vasomotor, sino que también
aumentan la liberacion de acido araquidénico en las células vasculares
(Tesfamariam et al., 1990; Dai et al., 1993; Cipolla, 1997). En los estadios
tempranos de la nefropatia, las prostaglandinas vasodilatadoras como la
prostaglandina E; y la prostaciclina estan implicadas en las alteraciones
hemodinamicas en humanos con diabetes tipo 1 (Esmatjes et al., 1985;
Gambardella et al., 1988) asi como en diabetes experimental (Moel et al., 1987;
Craven et al., 1987). Ademas la inhibicién de las acciones del tromboxano A,
se ha asociado con una mejoria en la hemodinamica renal, en los cambios
estructurales y en la albuminuria (Esmatjes et al., 1990; Craven et al., 1992;

Uriu et al., 1994).

4.2.5. Cambios a vasoconstrictores y a vasodilatadores

Las complicaciones cardiovasculares asociadas a la diabetes pueden
estar relacionadas con una disminucién de la relajacion vascular o con una

reactividad vascular aumentada a agentes vasoconstrictores.
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La diabetes altera la relajacion dependiente de endotelio en
diferentes lechos vasculares de distintas especies (Sobrevia y Mann, 1997;
Chan et al.,, 2000). Los resultados obtenidos son contradictorios. Asi, por
ejemplo, se ha observado una disminucién de la respuesta relajante a la
acetilcolina en la diabetes, tanto en humanos (McNally et al., 1994) como en
animales de experimentacion (Fukao et al., 1997; Miranda et al., 2000a); sin
embargo, otros estudios describen un aumento de la relajacion producida por la
acetilcolina (Karasu y Altan, 1993; Alabadi et al., 2001) o respuestas
inalteradas (Wakabayashi et al., 1987; Mulhern y Docherty, 1989). Estas
discrepancias en cuanto al efecto de la diabetes en la respuesta vascular frente
a sustancias vasoactivas también se observa en sustancias vasoconstrictoras.
Asi, las respuestas vasoconstrictoras inducidas por noradrenalina estan
aumentadas de forma significativa en el lecho mesentérico (Yousif et al., 2004),
y arteria de la cola (Tam et al., 1997) de ratas diabéticas y arteria femoral de
perros diabéticos (Koltai et al., 1990). Sin embargo, algunos autores citan una
respuesta contracti maxima reducida a la noradrenalina en pacientes
diabéticos (McNally et al., 1994) o un aumento del efecto maximo pero no de la

sensibilidad de la aorta a la noradrenalina (Karasu y Altan, 1993).

Las razones de la heterogeneidad en la reactividad vascular a los
agentes vasoactivos podrian ser, entre otras: (1) la utilizacion de distintas
especies y modelos animales en los estudios realizados; (2) diferencias
regionales existentes en los distintos lechos vasculares y la posibilidad de que

la diabetes no afecte por igual a todos ellos; (3) diferencias en las
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caracteristicas clinicas de la poblacion estudiada; y (4) tiempo de duracién de

la diabetes.

5. ENDOTELINA-1Y DIABETES

Muchos de las sustancias que sufren cambios en la diabetes mellitus,
como la insulina plasmatica, la glucosa o los lipidos, regulan directamente la
liberacion de ET-1 por parte de las células endoteliales al igual que la expresion
y la respuesta al péptido. Ademas, la exposicion prolongada y excesiva de las
células endoteliales, asi como de las células del musculo liso vascular, a las
alteraciones metabdlicas de la diabetes, podria promover aterosclerosis y otros
cambios morfolégicos que indirectamente afectan la liberacién y accion de la

ET-1 (Hopfner y Gopalakrishnan, 1999).

La importancia de la ET-1 en la hipertrofia vascular asociada a la
diabetes se describio inicialmente en estudios realizados en vasos
mesentéricos de ratas tratadas con estreptozotocina donde se observd un
aumento en la liberacién del péptido (Takeda et al., 1991). Otros estudios han
demostrado un aumento de la expresion de ET-1 en la capa endotelial y
adventicia asi como expresion de novo de ET-1 en la tunica media de los vasos
mesentéricos diabéticos. Estos cambios en la expresiéon de endotelina se
asocian con hipertrofia, aumento de la matriz extracelular y de la expresion
génica del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y TGF-B1 (Gilbert et al.,

2000).
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Las concentraciones plasmaticas de ET-1 se encuentran en un rango
comprendido entre 0.3-5 pg/ml (Cardell et al., 1994). La mayor parte de la ET-1
endodgena se libera desde las células endoteliales hacia las células del musculo
liso vascular. Incrementos o disminuciones de las concentraciones plasmaticas
de ET-1 podrian ser el reflejo de una sobreproduccion o infraproduccion de ET-
1 por parte de las células endoteliales. Alteraciones de los niveles plasmaticos
de ET-1 también pueden ser consecuencia de cambios en el receptor o en el
enzima encargado del aclaramiento del péptido (Hopfner y Gopalakrishnan,

1999).

La insulina estimula la secrecion de ET-1 por parte de las células
endoteliales y también aumenta su unidén a los receptores (Sarman et al.,
1998). In vivo, los niveles basales de endotelina son mayores en obesos y/o en
pacientes insulino-resistentes que en sujetos normales, indicando que la ET-1
puede estar implicada en complicaciones relacionadas con la diabetes como la
microangiopatia (Kawamura et al., 1992; Schneider et al., 2002). La insulina
puede afectar simultaneamente los niveles de endotelina de dos formas: bien
directamente, haciendo que se incremente la produccion de endotelina por
parte de las células endoteliales; bien indirectamente, elevando la produccion
de 6xido nitrico, siendo este uno de los principales reguladores de la endotelina
(Kourembanas et al., 1993). Como ya se ha comentado anteriormente, la ET-1
y el NO ejercen una retroalimentacion negativa el uno sobre el otro. Por tanto,
es posible que la ET-1 contribuya a la disfuncion endotelial tanto directamente,
a través de sus efectos vasoconstrictores, como indirectamente a través de su

efecto inhibidor de la produccion de NO (Mather et al., 2004).
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Diversos estudios in vitro han puesto de manifiesto una alteracién de
la reactividad vascular frente a la ET-1 en la diabetes, que podria estar en
relacion con cambios en la sensibilidad y densidad de los receptores ETa y ETg
en los diferentes lechos vasculares estudiados (Masaki, 1995). De hecho, se ha
sugerido una posible utilidad como adyuvante terapéutico de los diversos
antagonistas de los receptores endotelinérgicos o inhibidores del enzima
convertidor de la endotelina en la prevencion y tratamiento de las
complicaciones vasculares cronicas de la diabetes (Miyauchi y Masaki, 1999;

Chakrabarti et al., 2000; Mather et al. 2002).

5.1. Afectacion cerebrovascular

En la circulacion cerebral, las grandes arterias, como la arteria
basilar, realizan una contribucién importante a la resistencia vascular cerebral
total y son los principales determinantes de la presion microvascular total

(Faraci y Heistad, 1990).

El vasoespasmo cerebral es la principal causa de morbilidad y
mortalidad en pacientes con hemorragia subaracnoidea. Se caracteriza por una
intensa y prolongada contraccién del musculo liso de las principales arterias
cerebrales acompanado de cambios estructurales y funcionales en las células
endoteliales y del musculo liso. El vasoespasmo puede producirse por la accidon
de sustancias vasoactivas presentes en el espacio subaracnoideo, procedentes
de la disolucién del coagulo de sangre resultante o liberadas por la pared

vascular. Hay evidencias de que la ET-1 esta implicada en la patogénesis del
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vasoespasmo que aparece tras hemorragia subaracnoidea (Miao et al., 2002)
por las siguientes razones: (a) los niveles de ET-1 en plasma y/o en el liquido
cefalorraquideo se encuentran elevados en pacientes con espasmo arterial
cerebral (Kraus et al., 1991; Miyauchi y Masaki, 1999); (b) se han detectado
niveles incrementados de ET-1 en plasma, liquido cefalorraquideo y arterias
cerebrales; (c) la respuesta vasoconstrictora a la ET-1 esta incrementada en
arterias cerebrales; (d) antagonistas de los receptores ET-1, inhibidores del
enzima convertidor de la endotelina y anticuerpos monoclonales contra ET-1
previenen o revierten el vasoespasmo cerebral (Barone et al., 1995); y (e) la
ET-1 es un potente vasoconstrictor de los vasos cerebrales y coronarios capaz
de inducir hipoxia e isquemia. La hipoxia, por si misma, propicia la sintesis de
ET-1 in vivo en humanos (Blauw et al., 1995) y aumenta la accién contractil de
la ET-1 (Douglas et al., 1991). Recientemente se ha observado que se produce
un cambio en la expresion de los receptores de ET-1 durante el proceso
isquémico cerebral; hay un cambio del fenotipo relajante al contractil de los
receptores ETg. Ademas, se produce una sobrerregulacién de los receptores

ETg tras una isquemia cerebral focal experimental (Henriksson et al., 2003).

5.2. Afectacion renal

La ET-1 induce una contraccion del lecho vascular renal con una
potencia cinco veces mayor que la de la angiotensina Il y diez veces mayor que
la noradrenalina (Ruschitzka et al., 1999). Por tanto, la ET-1 puede reducir el
flujo sanguineo renal y la tasa de filtracion glomerular (Oyekan y McGiff, 1998)

actuando como un potente vasoconstrictor renal: contrae los vasos renales y
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las células mesangiales, inhibe la reabsorcién de sales y agua, y aumenta la

proliferacion glomerular.

Aunque la ET-1 sodlo participa de forma modesta en el mantenimiento
del tono basal, concentraciones fisiopatolégicas del péptido causan una
vasoconstriccion renal profunda (Sorensen et al., 1994). Cada vez hay mas
evidencias de que la ET-1 juega un papel en la patogénesis de diversas
enfermedades del rifidn, como el dano renal que se produce tras una isquemia
renal (Espinosa et al., 1996), el secundario a la administracion de agentes
nefrotéxicos (Kon et al, 1990; Heyman et al., 1992), glomerulonefritis
(Simonson et al., 1992) y sindrome hepatorrenal (Moore et al., 1992) ya que los
niveles plasmaticos de ET-1 se encuentran incrementados en pacientes con
fallo renal agudo y los niveles de ET-1 renales se encuentran elevados tras

lesion isquémica (Miyauchi y Masaki, 1999).

La ET-1 también parece estar implicada en el dafio renal que se
produce en la diabetes. Se han observado alteraciones de la concentracion de
péptido en orina, y del mRNA y del nivel de receptores endotelinérgicos en
modelos animales de diabetes (Hopfner y Gopalakrishnan, 1999). Ademas, en
las fases iniciales de la diabetes en humanos se ha observado una disminucion
de la excrecion urinaria de ET-1, lo cual sugiere la posible participacion de la
ET-1 en la fase precoz de la neuropatia diabética (Lam et al., 1995). Una
acciéon excesiva de la ET-1 sobre el glomérulo puede causar acumulacién de la
matriz, proteinuria, y reduccion de la tasa de filtracién glomerular, existiendo

numerosas evidencias in vivo de que antagonistas de los receptores de la
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endotelina mejoran el dafio glomerular en modelos animales de neuropatia

diabética (Sorokin y Kohan, 2003).
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Objetivos

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es analizar la influencia de la
diabetes mellitus en la reactividad de las arterias basilar, carétida y renal de
conejo a un potente vasoconstrictor, la ET-1, que participa en la regulacién de
la circulacién en condiciones fisioldgicas y que podria jugar un papel importante

en diversas situaciones fisiopatoldgicas, como la vasculopatia diabética.

A continuacién se detallan los objetivos concretos que se pretenden

alcanzar con el presente trabajo:

1. Estudiar la respuesta de las arterias basilar, carétida y renal de conejo
a la ET-1, y analizar los posibles cambios inducidos por la diabetes

experimental en dichas respuestas.

2. Estudiar los receptores endotelinérgicos especificos que median la
respuesta de las arterias basilar, carétida y renal de conejo a la
endotelina-1, y analizar los posibles cambios inducidos por la diabetes

experimental en la participacion de dichos receptores.

3. Estudiar el papel modulador del endotelio, concretamente del NO, y de
los prostanoides derivados de COX-1 y COX-2 en la respuesta de las
arterias basilar, carétida y renal de conejo a la ET-1, y analizar los
posibles cambios inducidos por la diabetes experimental en dichos

mecanismos moduladores.
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Material y Métodos

Para la realizacion del presente estudio se utilizaron 68 conejos
blancos de Nueva Zelanda, machos, aleatoriamente divididos en dos grupos
experimentales: 38 formaron parte del grupo control y no se les sometié a
ninguna manipulacién experimental y a los 30 restantes se les indujo una
diabetes experimental de tipo quimico con aloxano. Las condiciones de
estabulacion y los procedimientos experimentales utilizados son los estipulados
en la directiva de la Union Europea para el uso de animales con propdsitos
cientificos (86/EEC, articulo 5, Apéndice Il), recogida por la Legislacion

Espanola en el Real Decreto 223/ 1998.

1. INDUCCION DE LA DIABETES EXPERIMENTAL

Para la induccién experimental de la diabetes los conejos (2.9-3.6
Kg) se sedan mediante una inyeccion intramuscular de 40 mg de Ketamina
(Ketolar®). A continuacién, se induce la diabetes mediante la administracion i.v.
(vena marginal de la oreja) de una dosis unica de 100 mg/kg de aloxano, un
téxico selectivo de las células beta pancreaticas. Debido a la destruccion de las
células beta pancreaticas provocada por el aloxano, en las primeras horas tras
la inyeccidn se produce una liberacibn masiva de insulina y un estado de
hipoglucemia. Con el fin de evitar los graves problemas consecuentes a la
hipoglucemia, tras el aloxano se les administran 10 ml de solucién glucosada al
5% por via subcutanea, y se afiade durante las primeras 18-24 horas glucosa
al 10% en el agua de bebida. Posteriormente, la solucion glucosada se

sustituye por agua de bebida normal, permaneciendo los animales estabulados
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durante seis semanas. El segundo grupo de conejos (2.5-3.7 Kg) se mantiene
en las mismas condiciones durante el mismo periodo de tiempo para servir

como conejos control.

Durante su estabulacién, tanto los conejos control como los
diabéticos, se sometieron a controles de peso y de glucemia semanales. La
medida de la glucemia se realiza mediante un medidor de glucosa en sangre
(Glucometer elite®), basado en una tecnologia de sensor por electrodo. La
accion capilar en el extremo de la tira reactiva aspira una pequefia cantidad de

sangre a la camara de reaccion, visualizandose los resultados en 60 segundos.

2. REGISTRO DE LA TENSION ISOMETRICA DESARROLLADA

POR LOS SEGMENTOS ARTERIALES

Seis semanas después de la induccion de la diabetes los conejos
control y diabéticos se anestesian con una inyeccion intravenosa de pentotal
sédico al 2% (tiopental) y se sacrifican mediante una inyeccion, en la vena
marginal de la oreja, de una solucién de 10 mEq de KCI (0.5 mL/Kg). La muerte
se produce por parada cardiaca como consecuencia de la despolarizaciéon

miocardica.
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2.1. Obtenciéon y montaje de los segmentos arteriales

Para aislar la arteria basilar, el craneo se expone mediante una
incisién circular a nivel de la base de los conductos auditivos, realizandose a
continuacién una craneotomia siguiendo esa incision. Descubierto el encéfalo,
se retira la duramadre y el cerebro se separa del resto del eje nervioso
seccionando las vias aferentes y eferentes, nerviosas y hematicas. Para aislar
la arteria carétida comun, se situa el animal en posicidén de decubito supino y se
practica una incision longitudinal en la region anterior del cuello. Se extirpan
ambas arterias, de unos 3 cm de longitud, mediante una diseccion roma. En la
misma posicion, para aislar la arteria renal se le practica una incision
longitudinal amplia en el abdomen, se apartan las visceras abdominales y se

diseccionan y extraen las arterias renales.

Rapidamente las arterias obtenidas se introducen en una solucién
salina fisiologica fria (4° C). A continuacién, con la ayuda de una lupa
binocular (Wild M3B Heerbrugg) y una fuente de luz fria (Euromex EK-1)
para evitar deteriorar los tejidos, se eliminan los restos de sangre del interior
de la arteria y se cortan en segmentos de aproximadamente 4 mm de
longitud en el caso de arterias renales y carétidas y de 3 mm en el caso de

las arterias basilares.

Para el registro de la tension isométrica desarrollada por los
segmentos arteriales, se introducen dos alambres rigidos de acero
inoxidable (207 um en el caso de arteria renal y carétida y 89 um para arteria

basilar) con forma de “L” a través de la luz arterial. Uno de los alambres

65



Material y Métodos

queda unido a un soporte fijo, de tal forma que la arteria queda en posiciéon
horizontal. El otro se conecta a un transductor de tensién isométrica, de
forma que puede traccionar verticalmente, en sentido perpendicular al eje
mayor del segmento arterial, en respuesta a los cambios de tension que se
producen en la pared del vaso. A su vez, el transductor esta acoplado a un

amplificador de senal y a un sistema de registro.

BANO DE ORGANOS

transductor

~
95% O, H,0
+
5% CO, 37°C

Figura 5. Disposicién de un segmento cilindrico de arteria en el bafio de
organos.

Una vez montado, cada segmento vascular se aloja en un bafio de
organos que contiene 5 ml de una solucién nutritiva de Ringer-Locke que se
encuentra en continuo burbujeo con gas carbogeno (95% de Oz y 5% de COy),
lo que le confiere un pH de 7.3-7.4. Un circuito de agua caliente que rodea las

copas de los bafios, permite mantener las soluciones con los tejidos vasculares
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a una temperatura constante de 37 + 0.5 ° C. Se dispone de una reserva de la
solucion nutritiva, igualmente atemperada, que se utiliza para renovar el medio

en que se hallan inmersos los segmentos arteriales.

Una vez situados los segmentos arteriales en el bafio de 6rganos,
previa calibracion del aparato, se les aplica una tension basal (0.5 g en el caso
de arteria basilar y 2 g en el caso de arteria carétida y de renal) mediante la
rotacion del tornillo micrométrico. La tendencia inmediata de los segmentos es
la de relajacion, por lo que esta tensidn debe reajustarse periédicamente hasta
que se alcance la tension basal (60-90 minutos). Durante este periodo, la
solucion nutritiva se renueva cada 20 minutos. Alcanzada la tensidn basal, se
analiza la reactividad de los segmentos sometiéndolos a un estimulo

despolarizante como es una solucién de KCI 50 mM.

2.2. Técnicas de registro y medicién

El sistema de medida y registro consta, para cada uno de los
segmentos arteriales, de un transductor de tension isométrica (Panlab Mod.
UF-1 / Letica TRI 201), un tornillo micrométrico adaptado al transductor y
capaz de desplazar el conjunto transductor-alambre, un amplificador de
tension (Amplifier Panlab 40154/ Letica ISO 506) y finalmente de un sistema
de recogida de datos que puede ser o bien un poligrafo (Letica Poligraf
4006), o bien un sistema informatizado (Powerlab / 8SP, programa Chart v

4.1.2).
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Los cambios de tensidén isométrica producidos por los diferentes
estimulos aplicados sobre los segmentos arteriales se cuantifican midiendo, a
partir del trazado basal o del tono activo, el desplazamiento producido hasta el
efecto maximo desarrollado para cada dosis. Estos cambios de tensién
isométrica se multiplican por un factor de calibracion determinado de
antemano. Ello permite la conversion de unidades de longitud (mm) en
unidades de tension (mg). Los valores obtenidos pueden expresarse en
términos absolutos (mg), o bien relativos, refiriéndolos porcentualmente
respecto del efecto maximo producido por un estimulo aplicado con

anterioridad (KCI 50 mM), o respecto del tono activo (UTP 10™* M).

2.3. Protocolo experimental

Se analizé la respuesta de las arterias basilares, carétidas y renales
de conejos, tanto del grupo control como el de diabéticos, a un potente
vasoconstrictor, la ET-1. Para ello, se obtuvieron curvas concentracién-
respuesta de ET-1 (1072 3 x 10® M), mediante adicién al bafio de érganos de
dosis acumulativas. Cada dosis se afiadié cuando la inmediatamente anterior
habia desarrollado su efecto maximo, siendo su concentracién en el bafio la
suma de dicha dosis y las administradas con antelaciéon a ella. Estas curvas
concentracion-respuesta se realizaron en situacién control y en cada una de las

siguientes situaciones experimentales:

1. Para analizar el efecto del endotelio en dicha respuesta, se obtuvieron

curvas concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos desprovistos de
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endotelio. La eliminaciéon del endotelio se realiz6 de forma mecanica,
siguiendo el método de Furchgott y Zawadzki (1980). La ausencia de
endotelio se comprobd funcionalmente verificando la ausencia de

respuesta relajante a la acetilcolina.

Con el fin de comprobar la posible participacién del NO en la respuesta de
los tres lechos vasculares a ET-1, se obtuvieron curvas concentracion-
respuesta de ET-1 tras incubar 20 min los segmentos arteriales con un

inhibidor de la NO sintasa (NOS), N®-nitro- L-arginina (L-NOArg, 10 M).

Para detectar cambios en la sensibilidad del musculo liso al NO se
realizaron curvas de nitroprusiato sédico (10°-10* M), un donante de NO,

en arterias basilares precontraidas con UTP (10 M).

Para valorar la participacion de metabolitos derivados del acido
araquidonico en la modulacién de la respuesta arterial a ET-1, se
realizaron curvas concentracion-respuesta de ET-1 tras incubar 20
minutos los segmentos arteriales con indometacina (10 M), un inhibidor
de ambas isoformas de la ciclooxigenasa. En el caso de arterias renales

también se utilizé un inhibidor de la isoforma COX-2, nimesulide (10 M).

Ademas, en arteria cardtida y renal también se obtuvo la curva
concentracion—-respuesta de ET-1 en presencia de ambos inhibidores (L-
NOArg 10™* M e indometacina 10° M) y en presencia de furegrelate (10

M), un inhibidor de la sintesis de tromboxano A;.

Para comprobar el origen endotelial de los derivados del acido

araquidonico, se realizaron curvas concentracion-respuesta de ET-1,
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previa incubacion con indometacina (10° M), en arterias cardtidas y

renales legradas.

7. Con el fin de determinar la participacion de receptores especificos ETa, se
realizaron curvas concentracion-respuesta de ET-1 en presencia de un
antagonista selectivo de estos receptores, el BQ-123 (10° M). En arterias
renales se obtuvieron ademas curvas concentracion-respuesta de ET-1
en presencia de BQ-123 (10° M) y de indometacina (10° M)

simultaneamente.

8. Para establecer la participacion de receptores especificos ETg se
realizaron curvas concentracion-respuesta de ET-1 en presencia de un

antagonista selectivo de estos receptores, el BQ-778 (10° M).

9. En arterias cardtidas y renales legradas se obtuvieron curvas
concentracion-respuesta de ET-1 en presencia de BQ-778 (10° M);
ademas, en el caso de las arterias renales legradas se obtuvieron también
curvas concentracidn-respuesta de ET-1 en presencia de BQ-778 (10° M)

y de indometacina (10 M) simultaneamente.

Todas las concentraciones se expresan como la concentraciéon molar

final en el bafio de érganos.
2.4. Analisis de resultados

Las comparaciones de peso corporal y glucemia entre los
animales control y los diabéticos se realizan mediante el test de la t de

Student.
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La respuesta contractil de los segmentos arteriales a la ET-1 se
expresa porcentualmente respecto a la contraccion maxima producida por el
KCI 50 mM. Los valores de relajacion se expresan como porcentaje del tono

activo inducido por UTP (10 M).

Cada curva concentracion-respuesta se repite en segmentos
arteriales procedentes de animales diferentes. Los resultados se agrupan
posteriormente segun el tipo de experimento y, a partir de los valores obtenidos
para cada una de las concentraciones, se calcula la media aritmética,
desviacion tipica y error estandar de la media (EEM). Con ello se obtienen las
curvas concentracion-respuesta medias para cada uno de los lechos arteriales
y de las situaciones experimentales. Para cada curva concentracion-respuesta
media se calcula el efecto maximo (Emax) ¥ la concentracion eficaz 50 (CEsp),
esto es, aquella concentracion de ET-1 que produce la mitad del efecto maximo
(Emax). Para obtener este dato se calcula la mitad del Enax y las
concentraciones que lo acotan. A continuacién, se halla la concentracion que
corresponde a la mitad del efecto maximo mediante una proporcién entre el
efecto y el logaritmo de la concentracion. Para calcular el valor medio de la
CEsp y su intervalo de confianza al 95% se calcula la media y el intervalo de
confianza de los valores pD2 (-log CEsp), ya que dichos valores se ajustan a
una distribucion normal. La posterior conversién, aplicando antilogaritmos,
proporciona la media geométrica y los intervalos de confianza al 95% de la
CEso. Las comparaciones estadisticas de los valores obtenidos de Emax Y pD2
entre las arterias control y diabéticas que recibieron el mismo tratamiento

experimental se realizaron mediante el test de la t de Student.
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El analisis estadistico para determinar las posibles diferencias entre
los valores de Enax Yy pD2 obtenidos para las distintas situaciones
experimentales planteadas dentro de cada grupo de animales se realiza
mediante un andlisis de la varianza (ANOVA), seguido del test de Student-

Newman-Keuls. Las diferencias se consideran significativas cuando P< 0.05.

3. FARMACOS Y SOLUCIONES

El Aloxano, ET-1, indometacina, BQ-123, BQ-788, nimesulide,
furegrelate y UTP se compraron a Sigma; L-NOArg a Peptide Institute;
nitroprusiato sédico a RBI. El aloxano se disuelve en solucion salina. La ET-1
se disuelve en acido acético acuoso y se diluye en una mezcla de solucién
salina-tampén fosfato (NaCl 150 mM + NaH,PO, 10 mM) y seroalbumina
bovina al 0.05%. Furegrelate, BQ-123, BQ-788, UTP y L-NOArg se disuelven
en agua bidestilada; la solucion de L-NOArg requirid ultrasonidos para
disolverse por completo. La indometacina y el nimesulide se disuelven en
etanol y diluyen en solucion salina. El nitroprusiato sédico se disuelve y diluye
en solucién salina y debido a su fotosensibilidad se mantiene protegido en todo
momento de la luz. La composicién de la solucion nutritiva de Ringer-Locke es
(en mM): NaCl, 120; KCI, 5.4; CaCl,, 2.2; MgCl,, 1.0, NaHCOg3, 25 y glucosa,
5.6. La solucion de KCI despolarizante se prepara del mismo modo que la
solucion de Ringer-Locke, reemplazando el NaCl por una cantidad equimolar

de KCI.
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Resultados

1. INDUCCION DE LA DIABETES

Tras la administracion de aloxano los conejos diabéticos mostraron
un marcado incremento de la glucosa plasmatica y una menor ganancia en el
peso corporal en comparacion a los conejos control. En la Tabla 1 se muestran
los valores medios de peso y glucemia para el grupo de conejos control y el

grupo de conejos diabéticos.

TABLA 1. Valores de peso y glucemia de los dos grupos de animales

Peso corporal (Kg) Glucemia (mM) n
Conejos control
Valor inicial 2.50+0.09 58+0.2 38
6 semanas después 3.58 £ 0.08 59+0.2 38
Conejos diabéticos
Valor inicial 2.70 £ 0.07 59+0.2 30
6 semanas después 3.10+0.06 * 21.1+09~* 30

El valor inicial se obtuvo inmediatamente antes de la induccion de la diabetes en el grupo de
conejos diabéticos. El valor final se obtuvo en los dos grupos justo antes de sacrificar el animal.

Los valores representan la media + EEM para “n” conejos.
* Significativamente diferente respecto del grupo control
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2. INFLUENCIA DE LA DIABETES SOBRE LA RESPUESTA DE

LA ARTERIA BASILAR DE CONEJO A LA ENDOTELINA-1

2.1. Efecto de la ET-1

La adicién al bafio de 6rganos de dosis acumulativas de ET-1 (1072
3x10® M) produjo una contraccion, de magnitud dependiente de la
concentracion, de los segmentos de la arteria basilar procedentes tanto de
conejo control como de diabético (Figura 6). En arterias de animal diabético, el
Emax de las curvas concentracion-respuesta a la ET-1 fue significativamente
mas elevado que el obtenido en los segmentos arteriales procedentes de
animal control, pero no se observaron diferencias significativas entre los

valores de CEs (Figura 6, Tabla 2).
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Figura 6. Curva concentracidon-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
basilar procedente de conejo control y de conejo diabético. Los datos se
expresan como porcentaje de la tension maxima desarrollada al despolarizar
previamente los segmentos arteriales con KCI 50 mM y representan la media +
EEM.
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2.2. Efecto de la ET-1 tras la eliminacion del endotelio

La eliminacion del endotelio desplazé hacia la izquierda (CEsg
significativamente menor) la curva concentracion-respuesta a la ET-1, tanto en
arterias procedentes de conejos control como en las procedentes de animales
diabéticos, y también produjo un incremento significativo del Enax de las curvas
concentracion-respuesta a la ET-1 obtenidas en arterias procedentes de animal
control (Figura 7, Tabla 2). Asimismo, en arterias sin endotelio procedentes de
animal diabético, los valores de CEsg de la curva concentracidon repuesta a la
ET-1 fueron significativamente inferiores a los obtenidos en segmentos

arteriales sin endotelio procedentes de animal control (Tabla 2).
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Figura 7. Curva concentraciéon-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
basilar procedente de conejo control y de conejo diabético, en situacién control
y en segmentos sin endotelio (legrado). Los datos se expresan como
porcentaje de la tension maxima desarrollada al despolarizar previamente los
segmentos arteriales con KCI 50 mM y representan la media + EEM.
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2.3. Efecto de la ET-1 tras la incubacién con L-NOArg

En arterias basilares procedentes de animal control, la incubacion
con L-NOArg (10 M) produjo un aumento significativo de la contraccién
maxima producida por la ET-1, sin modificar significativamente los valores de
CEso (Figura 8, Tabla 2). Sin embargo, la incubaciéon de los segmentos
arteriales procedentes de animales diabéticos con el inhibidor del enzima NO
sintasa, no modific6 de forma significativa el Eny.x pero si produjo una
disminucién significativa del valor de CEsy de las curvas concentracion-

respuesta a la ET-1 (Figura 8, Tabla 2).
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Figura 8. Curva concentracién-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
basilar procedente de conejo control y de conejo diabético, en situacién control
y tras la incubacién con NG-nitro-L-arginina (L-NOArg 10 M). Los datos se
expresan como porcentaje de la tension maxima desarrollada al despolarizar
previamente los segmentos arteriales con KCI 50 mM y representan la media +
EEM.
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Ademas, en presencia de L-NOArg, la CEsy de la curva
concentracion-respuesta a la ET-1 fue significativamente menor en los
segmentos arteriales procedentes de conejos diabéticos en comparacién con

los valores obtenidos en arterias procedentes de conejo control (Tabla 2).

2.4. Efecto de la ET-1 tras la incubacién con indometacina

La incubacion de las arterias basilares procedentes tanto de
animales control como de animales diabéticos con indometacina (10> M) no

modificé de forma significativa la respuesta contractil a la ET-1 (Figura 9, Tabla

2).
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Figura 9. Curva concentraciéon-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
basilar procedente de conejo control y de conejo diabético, tras la incubacién
con indometacina 10®° M. Los datos se expresan como porcentaje de la tensién
maxima desarrollada al despolarizar previamente los segmentos arteriales con
KCI 50 mM y representan la media + EEM.
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2.5. Efecto de la ET-1 tras la incubacion con BQ-123

La incubacién de las arterias basilares procedentes tanto de conejos
control como de diabéticos con un antagonista de los receptores ETp, el BQ-
123 (10° M), produjo un aumento significativo (desplazamiento hacia la
derecha) del valor de CEsp de la curva concentracion-respuesta a la ET-1, sin

modificar el valor de Emax (Figura 10, Tabla 2).
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Figura 10. Curva concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
basilar procedente de conejo control y de conejo diabético, tras la incubacién
con un antagonista de los receptores ET,, el BQ-123 (10° M). Los datos se
expresan como porcentaje de la tensién maxima desarrollada al despolarizar
previamente los segmentos arteriales con KCI 50 mM y representan la media +
EEM.
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Efecto maximo (E..x) y CEsq de las curvas concentracion-respuesta de ET-1 en arteria basilar de

TABLA 2

conejo.
Ernax CEso (M) n
Conejo Control
Control 100 +3 2.3(1.5-3.5)x 107° 17
Legrado 125+5° 2.6 (1.7-42)x 1071 11
L-NOArg 10* M 119+ 6° 1.1 (0.8-1.7)x 107" 12
Indometacina 10° M 110 £ 6 6.8 (5.6-8.1)x 10" 12
BQ-123 10° M 11145 4.0(3.1-5.1)x 107" 11
BQ-788 10° M 126 +6° 2.3(1.4-3.8)x 107 11
Legrado BQ-788 10° M 125+10° 1.4 (1.1-1.7)x 107'°°¢ 9
Conejo Diabético
Control 114+4° 1.4 (0.9-22)x 10" 18
Legrado 116 +7 8.1(6.2-10.7) x 102** 10
L-NOArg 10* M 124 + 11 1.5(0.8-2.9)x 10" *° 10
Indometacina 10° M 113+5 2.0(1.3-3.3)x 107°® 13
BQ-123 10°M 120+ 6 3.2(2.4-4.1)x 10°° 11
BQ-788 10°M 123 +7 1.1 (0.8-1.7)x 10°*° 10
125+5 4.1 (3.4-4.9)x 10710 9

Legrado BQ-788 10-6 M

Los valores E,.x se expresan como porcentaje de la despolarizacion previa con KCI 50 mM

y representan media £ EEM vy los valores de CEs, representan la media y los intervalos de

confianza; n: nimero de segmentos arteriales.

*Significativamente diferente respecto de su correspondiente valor en conegjo control,

P<0.05

*Signifivamente diferente respecto de su correspondiente control, P<0.05

“Signifivamente diferente respecto de su correspondiente legrado, P<0.05
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2.6. Efecto de la ET-1 tras la incubacion con BQ-788

La incubacioén de los segmentos arteriales de conejo control con BQ-
788 (10° M) produjo un aumento significativo del valor de Enax de la curva
concentracion-respuesta a la ET-1, sin modificar el valor de CEsy (Figura 11,
Tabla 2). Sin embargo, en arterias basilares procedentes de conejos diabéticos
la incubacién con BQ-788 no modifico de forma significativa el valor de Emax,
pero produjo un incremento significativo (desplazd hacia la derecha) del valor

de CEs5p de la curva concentracion-respuesta a la ET-1 (Figura 11, Tabla 2).
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Figura 11. Curva concentraciéon-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
basilar procedente de conejo control y de conejo diabético, en situacién control
y tras la incubacion con un antagonista de los receptores ETg, el BQ-788 (10'6
M). Los datos se expresan como porcentaje de la tensién maxima desarrollada
al despolarizar previamente los segmentos arteriales con KClI 50 mM vy
representan la media £ EEM.
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Al comparar la contraccidon inducida por la ET-1 en los segmentos
arteriales incubados con BQ-788, el valor de CEso de la curva concentracion-
respuesta a la ET-1 fue significativamente mayor en arterias procedentes de
conejos diabéticos respecto al obtenido en arterias procedentes de conejos

control (Tabla 2).

La incubacién de arterias basilares sin endotelio con BQ-788 (10 M)
produjo un incremento significativo (desplazé hacia la derecha) del valor de
CEsp de la curva concentracion-respuesta a la ET-1 respecto a la
correspondiente curva obtenida en arterias legradas en ausencia de BQ-788 en

ambos grupos de animales (Figura 12, Tabla 2).

ARTERIAS LEGRADAS
150

== CONTROL
-m= DIABETICO

{ == CONTROL BQ-788 10°M
== DIABETICO BQ-788 10°M

100 o

TENSION (% KCI 50 mM)

12 11 10 9 8
ENDOTELINA-1 (-log M)

Figura 12. Curva concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos sin
endotelio de arteria basilar procedente de conejo control y de conejo diabético,
en situacion control y tras la incubacién con un antagonista de los receptores
ETg, el BQ-788 (10'6 M). Los datos se expresan como porcentaje de la tensiéon
maxima desarrollada al despolarizar previamente los segmentos arteriales con
KCIl 50 mM y representan la media + EEM.
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El valor de CEsp de la curva concentracion-respuesta obtenido en
arterias legradas incubadas con BQ-788 (10° M) procedentes de conejos
diabéticos fue significativamente mas elevado que el obtenido en las

correspondientes arterias procedentes de conejos control (Tabla 2).

2.7. Efecto del nitroprusiato sédico

La adicion al bafo de 6rganos de concentraciones crecientes de
nitroprusiato sédico (10°-10* M) produjo una relajaciéon, de magnitud
dependiente de la concentracién, de los segmentos de arteria basilar,
procedentes tanto de conejo control como de diabético, previamente contraidos

con UTP (10 M) (Figura 13).

En los segmentos arteriales procedentes del grupo control, el valor
de CEs fue de 1.6 (1.4-1.9) x 107 M y la relajacion alcanzé un Epax de 99 + 1%
del tono activo (n=11). En arterias procedentes de conejos diabéticos, el valor
de CEso de las curvas de nitroprusiato sédico fue de 5.0 (4.2-6.0) x 10" M y el
valor de Enax fue de 86 + 3% del tono activo (n=8). Comparando la relajacion
inducida por el nitroprusiato sédico en arterias basilares se observd que en
conejos diabéticos el valor de CEs5p fue significativamente mas elevado y el
valor de Enax fue significativamente menor a los obtenidos en arterias

procedentes de conejos control.
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Figura 13. Curva concentracion-respuesta de nitroprusiato sdédico en
segmentos de arteria basilar procedente de conejo control y de conejo
diabético. Los datos se expresan como porcentaje del tono activo inducido por
UTP 10*M y representan la media £ EEM.

El tono activo inducido por UTP (10 M) en arteria basilar de conejo
control no fue significativamente diferente del obtenido en arteria basilar de

conejo diabético.

3. INFLUENCIA DE LA DIABETES SOBRE LA RESPUESTA DE

LA ARTERIA CAROTIDA DE CONEJO A LA ET-1

3.1. Efecto de la ET-1

La adicion al bafo de 6rganos de concentraciones crecientes de ET-
1 (10"%-3x10® M) produjo una contraccién, de magnitud dependiente de
concentracion, de los segmentos de arteria carétida de conejo, tanto en los

animales control como en los diabéticos (Figura 14).
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En los segmentos arteriales procedentes del grupo control, la
contraccion alcanzé un Enax de 3635 = 188 mg (108 + 4 % respecto a la
despolarizacion previa con KCI 50 mM), siendo el valor de la CEsp de 6.5 (5.4 -
7.8) x 10"° M. En las arterias procedentes de conejo diabético el Enax de la
curva concentracion-respuesta fue significativamente mayor que en las de
conejo control, no encontrandose diferencias significativas entre los valores de

CEs (Tabla 3).
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Figura 14. Curva concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
carotida procedente de conejo control y de conejo diabético. Los datos se
expresan como porcentaje de la tension maxima desarrollada al despolarizar
previamente los segmentos arteriales con KCI 50 mM y representan la media +
EEM
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3.2. Efecto de la ET-1 tras la eliminacion del endotelio

En los segmentos arteriales sin endotelio, procedentes de los dos
grupos experimentales de animales, la ET-1 (107%3x10® M) produjo una
respuesta contractil de magnitud dependiente de la concentracion (Figura 15).
En arterias procedentes de conejo control, la eliminacion mecanica del
endotelio incrementd de forma significativa la contraccion maxima inducida por
la ET-1, sin producir cambios significativos en los valores de CEso (Tabla 3). En
arterias procedentes de conejo diabético la eliminacion del endotelio no
modificé de forma significativa la respuesta contractil inducida por la ET-1,

referida tanto a los valores de Eax como de CEsg (Tabla 3).
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Figura 15. Curva concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
carotida procedente de conejo control y de conejo diabético, en situacion
control y en segmentos sin endotelio. Los datos se expresan como porcentaje
de la tensidon maxima desarrollada al despolarizar previamente los segmentos
arteriales con KCI 50 mM y representan la media £+ EEM
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La curva concentracion-respuesta para la ET-1 obtenida en arterias
legradas de conejos diabéticos no mostré cambios significativos en los valores
de CEsp y Emax con respecto a los valores obtenidos en arterias legradas de los

conejos control (Tabla 3).

3.3. Efecto de la ET-1 tras la incubacion con L-NOArg

La incubacién con el inhibidor de la sintesis de NO, L-NOArg (10
M), indujo un aumento significativo de la contraccion maxima producida por la
ET-1 en los segmentos arteriales procedentes de conejos control, sin modificar

significativamente los valores de CEsq (Figura 16).
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Figura 16. Curva concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
carotida procedente de conejo control y de conejo diabético, en situacion
control y tras la incubacién con NG-nitro-L-arginina (L-NOArg 10 M). Los datos
se expresan como porcentaje de la tensibn maxima desarrollada al
despolarizar previamente los segmentos arteriales con KCI 50 mM vy
representan la media + EEM.
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En segmentos arteriales procedentes de conejos diabéticos, el
tratamiento con L-NOArg no modificé de forma significativa la respuesta
contractil producida por la ET-1 (Figura 16, Tabla 3). Al comparar las curvas
obtenidas en presencia de L-NOArg en ambos grupos experimentales de
animales, tampoco se observaron diferencias significativas entre ellas (Figura

16, Tabla 3).

3.4. Efecto dela ET-1 tras la incubacion con indometacina

La incubacion de las arterias carétidas de conejo control y de conejo
diabético con indometacina (10° M) produjo un aumento significativo de la
CEso (desplazamiento hacia la derecha) de la curva concentracion-respuesta a
ET-1 y una disminucion de los valores de Emax (Figura 17, Tabla 3). Los valores
de CEsp y de Enmax de la curva concentracion-respuesta de ET-1 en arterias
preincubadas con indometacina fueron significativamente diferentes (mayor
CEso y menor Enax), que los obtenidos en arterias legradas y en arterias
preincubadas con L-NOArg (Tabla 3). Comparando las curvas concentracion-
respuesta a la ET-1 obtenidas en presencia de indometacina, en segmentos
arteriales de conejo control y en segmentos arteriales de conejo diabético, se
observé un aumento significativo de la CEsy en arterias procedentes de
animales diabéticos, sin diferencias significativas en los valores de Enax (Tabla

3).
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Figura 17. Curva concentracidon-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
carotida procedente de conejo control y de conejo diabético, en situacion
control y tras la incubacién con indometacina 10° M. Los datos se expresan
como porcentaje de la tension maxima desarrollada al despolarizar
previamente los segmentos arteriales con KCI 50 mM y representan la media +
EEM.

La incubacion de la arteria carotida legrada, procedente tanto de
animales control (Figura 18) como de animales diabéticos (Figura 19), con
indometacina (10° M) no produjo modificaciones significativas en la curva
concentracion-respuesta a ET-1 comparandola con la curva correspondiente

obtenida en arterias legradas no tratadas con indometacina (Tabla 3).
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Figura 18. Curvas concentracion-respuesta a la ET-1 en arterias carétidas
aisladas procedentes de conejos control, en situacién control, sin endotelio,
incubadas con L-NOArg (10‘4 M), incubadas con indometacina (10° M),
incubadas con L-NOArg (10'4 M) mas indometacina (10'5 M) e incubadas con
furegrelate (10'5 M). Los datos se expresan como porcentaje de la tension
maxima alcanzada al despolarizar previamente los segmentos arteriales con
KCIl 50 mM y representan la media + EEM.

La adicién conjunta de L-NOArg (10 M) e indometacina (10° M) a
los segmentos arteriales, procedentes tanto de conejos control (Figura 18)
como de conejos diabéticos (Figura 19), produjo un incremento significativo de
la CEso (desplazamiento hacia la derecha) de la curva concentracién-respuesta

a la ET-1, sin modificar el valor de Emax (Tabla 3).
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3.5. Efecto de la ET-1 tras la incubacién con furegrelate
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Figura 19. Curvas concentracion-respuesta a la ET-1 en arterias cardétidas
aisladas procedentes de conejos diabéticos, en situacion control, sin endotelio,
incubadas con L-NOArg (10'4 M), incubadas con indometacina (10° M),
incubadas con L-NOArg (10‘4 M) mas indometacina (10" M) e incubadas con
furegrelate (10° M). Los datos se expresan como porcentaje de la tension
maxima alcanzada al despolarizar previamente los segmentos arteriales con
KCI 50 mM y representan la media + EEM.

La incubacion de las arterias carétidas, procedentes tanto de conejo
control (Figura 18) como de conejo diabético (Figura 19), con furegrelate (10°
M) inhibié de forma significativa el Enax de la curva concentracion-respuesta a
la ET-1, sin modificar de forma significativa el valor de CEso (Tabla 3). Ademas,
el CEsp de la curva concentracion-respuesta a la ET-1 de los segmentos
arteriales procedentes de animales diabéticos fue significativamente mas
elevado que el obtenido en arterias tratadas con furegrelate procedentes de

conejos control (Tabla 3).
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3.6. Efecto de la ET-1 tras la incubacion con BQ-123
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Figura 20. Curvas concentracion-respuesta a la ET-1 en segmentos de arteria
carotida aislada procedente de conejo control y de conejo diabético en situacién
control y tras la incubacion con BQ-123 (10'6 M). Los datos se expresan como
porcentaje de la tensién maxima alcanzada al despolarizar previamente los
segmentos arteriales con KCI 50 mM y representan la media + EEM.

La incubacion de la arteria cardtida procedente de conejos control
con BQ-123 (10° M) produjo un incremento significativo de la CEsg
(desplazamiento hacia la derecha) de la curva concentracidn-respuesta a la
ET-1, sin producir modificaciones en el valor de Enax (Figura 20, Tabla 3). Sin
embargo, en las curvas concentracion-respuesta a ET-1 realizadas con arterias
procedentes de conejos diabéticos, se observo una inhibicion de la respuesta
contractil a la ET-1, tanto en términos de Emax como de CEsg (Figura 20, Tabla

3).
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TABLA 3
Efecto maximo (E,..x) y CEs de las curvas concentracion-respuesta de ET-1 en arteria

cardtida de conejo.

Enax CEsy (M) n
Conejo Control
Control 108 +4 6.5(5.4-7.8)x 107 32
Legrado 124+ 6° 9.3(7.9-11.0)x 10™° 21
L-NOArg 10* M 133+5° 9.5(7.9-11.5)x 10" 18
Indometacina 10° M 89+4"5¢ 2.9(2.4-3.4)x 107°* 13
L-NOArg 10 M + Indometacina 10° M 105+5 1.7(1.4-2.1) x 10°° 14
Legrado Indometacina 10° M 113+6 8.3(6.0-11.5) x 10" 15
Furegrelate 10°M 81 +5™¢ 8.7(7.8-8.9)x 10 12
BQ-123 10°M 104 + 7 7.2(6.6-7.9)x 10°° 15
BQ-788 10° M 133+7° 8.5(6.8-10.7) x 107" 15
Legrado BQ-788 10° M 128 +4° 2.7(2.3-3.1)x 107 ¢ 14
Conejo Diabético
Control 121+4° 8.7(7.2-10.5) x 10" 34
Legrado 137+ 8 8.3(6.8-12.6) x 107" 30
L-NOArg 10* M 123 +4 1.2(1.0-1.4)x 107 23
Indometacina 10° M 88 +5°¢ 5.7(5.0-6.8) x 107 *>¢ 18
L-NOArg 10 M + Indometacina 10° M 114 +3 1.9(1.7-2.2) x 107 ** 16
Legrado Indometacina 10° M 126 + 14 6.8(5.7-7.9) x 10™° 14
Furegrelate 10°M 85+40¢ 1.3(1.2-1.4)x 10°* 16
BQ-123 10°M 97+3° 6.8(6.3-7.2) x 10°° 12
BQ-788 10° M 129+5 1.8(1.4-2.2) x 107 *° 10
Legrado BQ-788 10° M 143+£6° 2.9(2.7-3.1)x 107°¢ 14

Los valores E,x se expresan como porcentaje de la despolarizacion previa con KC1 50
mM y representan media =+ EEM vy los valores de CEs, representan la media y los
intervalos de confianza; n: nimero de segmentos arteriales.

*Significativamente diferente respecto de su correspondiente valor en conejo control,
P<0.05

*Significativamente diferente respecto de su correspondiente control, P<0.05
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3.7. Efecto de la ET-1 tras la incubacion con BQ-788
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Figura 21. Curvas concentracion-respuesta a la ET-1 en segmentos de arteria
carotida aislada procedente de conejo control y de conejo diabético en
situacién control y tras la incubacion con BQ-788 (10‘6 M). Los datos se
expresan como porcentaje de la tensibn maxima alcanzada al despolarizar
previamente los segmentos arteriales con KCI 50 mM y representan la media +
EEM.

La preincubacion de los segmentos arteriales de carétida de conejos
control con un antagonista de los receptores ETg, el BQ-788 (10° M), aumentd
de forma significativa el valor de Enax de la curva concentracion-respuesta a
ET-1, sin modificar el valor de CEsy (Figura 21, Tabla 3). En arterias
procedentes de conejos diabéticos, incubadas también con BQ-788, se vio
incrementada de forma significativa la CEsy (desplazamiento hacia la derecha)
de la curva concentracion-respuesta a ET-1, sin producir ningun cambio
significativo en el valor de Emax (Figura 21, Tabla 3). La CEsy de la curva

concentracion-respuesta a ET-1 obtenida en arterias tratadas con BQ-788
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procedentes de conejos diabéticos fue significativamente mayor que la
obtenida en arterias tratadas con BQ-788 procedentes de conejo control (Tabla

3).
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Figura 22.- Curvas concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
carotida sin endotelio (legrados), procedentes de conejo control y de conejo
diabético, en situacién control y tras la incubacién con BQ-788 (10'6 M). Los
datos se expresan como porcentaje de la tensidbn maxima alcanzada al
despolarizar previamente los segmentos arteriales con KCI 50 mM vy
representan la media £ EEM.

La incubacion de arterias carotidas legradas, procedentes tanto de
conejos control como de conejos diabéticos, con BQ-788 (10° M) indujo un
incremento significativo de la CEsp (desplazamiento hacia la derecha) de la
curva concentracion-respuesta a ET-1 con respecto a la obtenida en arterias
legradas en ausencia de BQ-788 (Figura 22, Tabla 3). El Enax de la curva

concentracion-respuesta a ET-1 obtenido en arterias legradas tratadas con BQ-
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788 procedentes de conejos diabéticos resultd significativamente mayor que el
obtenido en arterias legradas tratadas con BQ-788 procedentes de conejos

control (Tabla 3).

Las Figuras 23 (conejo control) y 24 (conejo diabético) muestran, de
forma conjunta, las curvas concentracion-respuesta de ET-1 en presencia de
los antagonistas ETa y ETg en las diferentes situaciones estudiadas dentro de
cada grupo de animales, lo que permite entender mejor el papel de ambos tipos
de receptores en la respuesta de la arteria carétida de conejo a la ET-1 en

situacion control y los cambios inducidos por la diabetes experimental.
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Figura 23.- Curvas concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
cardtida procedente de conejo control, en situacion control y en segmentos sin
endotelio, tras la incubacion con BQ-123 (10° M), tras la incubacion con BQ-
788 (10'6 M), y en segmentos sin endotelio preincubados con BQ-788 (10'6 M).
Los datos se expresan como porcentaje de la tensidn maxima alcanzada al
despolarizar previamente los segmentos arteriales con KCI 50 mM vy
representan la media + EEM.
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Figura 24.- Curvas concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
carétida comun procedente de conejo diabético, en situacion control y en
segmentos sin endotelio, tras la incubacién con BQ-123 (10° M), tras la
incubacion con BQ-788 (10'6 M), y en segmentos sin endotelio preincubados con
BQ-788 (10'6 M). Los datos se expresan como porcentaje de la tensién maxima
alcanzada al despolarizar previamente los segmentos arteriales con KCI 50 mM
y representan la media + EEM.

4. INFLUENCIA DE LA DIABETES SOBRE LA RESPUESTA DE

LA ARTERIA RENAL DE CONEJO A LA ET-1

4.1. Efecto de la ET-1

La adicion al bafo de 6rganos de concentraciones crecientes de ET-
1 (102 3x10® M) produjo una contraccion, de magnitud dependiente de la
concentracion, de los segmentos de arteria renal de conejo, tanto en animales
control como en los diabéticos (Figura 25). En las arterias procedentes de
animal diabético la CEsg fue significativamente mayor (menor potencia) que en
las arterias control, sin presentar diferencias significativas en los valores de

Emax (Tabla 4).
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Figura 25. Curva concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
renal procedente de conejo control y de conejo diabético. Los datos se
expresan como porcentaje de la tension maxima desarrollada al despolarizar
previamente los segmentos arteriales con KCI 50 mM y representan la media +
EEM.

4.2, Efecto de la ET-1 tras la eliminacion del endotelio

En los segmentos arteriales procedentes de animales control la
eliminacién mecanica del endotelio aumentd de forma significativa los valores
de Emax Y disminuyd la CEsy de la curva concentracion-respuesta a la ET-1
(Figura 26, Tabla 4). En arterias procedentes de animal diabético la eliminacién
del endotelio produjo una disminucion significativa de CEsgp inducida por la ET-1

sin afectar de forma significativa el valor de Enax (Figura 26, Tabla 4).
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Figura 26. Curva concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
renal procedente de conejo control y de conejo diabético, en situacion control y
en segmentos sin endotelio. Los datos se expresan como porcentaje de la
tension maxima desarrollada al despolarizar previamente los segmentos
arteriales con KCI 50 mM y representan la media + EEM

En la curva concentracion-respuesta de la arteria renal a la ET-1 en
las arterias legradas procedentes de animal diabético se observé un menor
Emax Y una mayor CEsy con respecto a los valores obtenidos en las arterias

legradas de los conejos control (Tabla 4).
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43. Efecto de la ET-1 tras la incubaciéon con L-NOArg
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Figura 27. Curva concentraciéon-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
renal procedente de conejo control y de conejo diabético, en situacién control y
tras la incubacion con NC-nitro-L-arginina (L-NOArg 10 M). Los datos se
expresan como porcentaje de la tension maxima desarrollada al despolarizar
previamente los segmentos arteriales con KCI 50 mM y representan la media +
EEM.

La incubacion con L-NOArg (10 M) redujo de forma significativa el
valor de CEsp de la curva concentracion-respuesta a la ET-1 en segmentos
arteriales procedentes de animal control, sin modificar de forma significativa la
contraccion maxima (Figura 27, Tabla 4). En animal diabético, el tratamiento
con L-NOArg aumentdé de forma significativa la contraccion maxima inducida
por la ET-1 y redujo el valor de CEso (Figura 27, Tabla 4). Las curvas
concentracion-respuesta a la ET-1 obtenidas en arterias procedentes de animal

diabético preincubadas con L-NOArg mostraron un valor de CEs
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significativamente superior al valor observado en arterias procedentes de

conejo control, sin mostrar cambios significativos en el valor de Enax (Tabla 4).

4.4, Efecto de la ET-1 tras la incubaciéon con indometacina

La incubacién con indometacina (10° M), un inhibidor de COX-1 y
COX-2, de arterias procedentes de conejo control produjo un aumento
significativo (desplazamiento hacia la derecha) de la CEsy de la curva
concentracion-respuesta a la ET-1, sin modificar de forma significativa el valor
de Emax (Figura 28, Tabla 4). Sin embargo, en segmentos arteriales
procedentes de conejos diabéticos la indometacina produjo un aumento de
Emax Y un desplazamiento de la curva concentracidén-respuesta hacia la
izquierda (disminucién de CEsg) (Figura 28, Tabla 4). Comparando las curvas
concentracion-respuesta a la ET-1 en presencia de indometacina, obtenidas a
partir de segmentos arteriales de conejo control con las obtenidas en
segmentos arteriales de conejo diabético, observamos un aumento significativo
del Enax ¥ disminucién del valor de CEsg en las arterias de conejo diabético

(Tabla 4).

En ambos grupos de animales, la incubacion de los segmentos
renales sin endotelio con indometacina (10° M) provocd un aumento
significativo del valor de CEsy de la curva concentracién-respuesta a la ET-1,
sin afectar de forma significativa el valor de Enax, en relacion a los valores
obtenidos en arterias legradas en ausencia de indometacina (Tabla 4). Al

comparar las curvas concentracion-respuesta a la ET-1 obtenidas a partir de
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segmentos arteriales legrados de conejo control y de conejo diabético,
preincubados con indometacina, se observé una disminucion significativa del
Emax Y un aumento significativo de CEsg de la curva concentracion-respuesta a
la ET-1 de los segmentos arteriales procedentes de conejos diabéticos (Tabla

4).
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Figura 28. Curva concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
renal procedente de conejo control y de conejo diabético, en situacion control y
tras la incubacion con indometacina 10° M. Los datos se expresan como
porcentaje de la tension maxima desarrollada al despolarizar previamente los
segmentos arteriales con KCI 50 mM y representan la media + EEM.

4.5. Efecto de la ET-1 tras la incubacion con nimesulide

La incubacion de los segmentos arteriales renales, procedentes tanto

de conejos control como de conejos diabéticos, con nimesulide (10° M)
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incrementd de forma significativa el Enax de la curva concentracion-respuesta a

la ET-1, sin modificar significativamente el valor de CEs, (Figura 29, Tabla 4).
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== CONTROL INDOMETACINA 10° M
= DIABETICO INDOMETACINA 10° M
== DIABETICO NIMESULIDE 10° M
== CONTROL NIMESULIDE 10° M

100 1

TENSION (% KCI 50 mM)

50 9

ENDOTELINA-1 (slog M)

Figura 29. Curva concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
renal procedente de conejo control y de conejo diabético, en situacion control y
tras la incubacion con indometacina 10° M y nimesulide 10 M. Los datos se
expresan como porcentaje de la tension maxima desarrollada al despolarizar
previamente los segmentos arteriales con KCI 50 mM y representan la media +
EEM.

Al comparar con los resultados obtenidos en arterias incubadas con
indometacina, el inhibidor de la COX-2 aument6 de forma significativa el Enax
de la curva concentracion-respuesta a la ET-1, sin afectar al valor de CEsp en
animal control. En animal diabético, la respuesta contractil a la ET-1 no se vio
modificada al incubar los segmentos arteriales con nimesulide con respecto a

los valores obtenidos en arterias tratadas con indometacina.

El valor de CEsy de la curva concentracion-respuesta a la ET-1

obtenido en arterias tratadas con nimesulide procedentes de conejo diabético
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fue significativamente mayor que el obtenido en arterias incubadas con

nimesulide procedentes de conejos control (Tabla 4).

4.6. Efecto de la ET-1 tras la incubacién con furegrelate
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ENDOTELINA-1 (-log M)

Figura 30. Curva concentracién-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria
renal procedente de conejo control y de conejo diabético, en situaciéon control y
tras la incubacion con furegrelate 10° M. Los datos se expresan como
porcentaje de la tensidn maxima desarrollada al despolarizar previamente los
segmentos arteriales con KCI 50 mM y representan la media + EEM.

La incubacion de los segmentos arteriales con furegrelate (10° M),
un inhibidor de la tromboxano sintasa, produjo un aumento de la contraccion
maxima a la ET-1 en ambos grupos de animales, ademas de disminuir
significativamente el valor de CEsp en animal diabético (Figura 30, Tabla 4). El

valor de CEsy de la curva concentracién-respuesta a la ET-1 obtenido en
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arterias preincubadas con furegrelate procedentes de animal diabético fue
significativamente menor que el obtenido en arterias de animal control

incubadas con furegrelate (Tabla 4).

4.7. Efecto de la ET-1 tras la incubacion con BQ-123

La incubacién con BQ-123 (10° M) inhibi6 la respuesta contractil a la
ET-1 (disminucién del Emax Yy aumento de CEsp) en arterias renales procedentes
de animal control. Sin embargo, en segmentos arteriales procedentes de
animales diabéticos la inhibicién selectiva de los receptores ETa produjo un
aumento significativo de la respuesta contractil a la ET-1. Los valores del Emax
de la curva concentracion-respuesta de la ET-1 en arterias diabéticas
preincubadas con BQ-123 fueron significativamente mayores a los obtenidos

en arterias de animal control con el mismo tratamiento (Figura 31, Tabla 4).

La incubacion con indometacina (10° M) de las arterias renales pre-
tratadas con BQ-123 (10° M) produjo, en conejos control, un aumento
significativo del valor de Enax de la curva concentracion-respuesta a la ET-1;
este valor de Enax se vio inhibido, en el caso de arterias procedentes de animal
diabético, respecto al valor obtenido en arterias tratadas con BQ-123 (10° M)

en ausencia de indometacina (Figura 31, Tabla 4).
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Figura 31. Curva concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria renal
procedente de conejo control y de conejo diabético, en situacion control g/ tras la
incubacion con BQ-123 10° M y con BQ-123 10° M + indometacina 10 M. Los
datos se expresan como porcentaje de la tensibn maxima desarrollada al
despolarizar previamente los segmentos arteriales con KClI 50 mM y representan
la media £ EEM.

4.8. Efecto de la ET-1 tras la incubacion con BQ-788

La incubacién de las arterias renales de conejos control con BQ-788
(10° M) aumenté de forma significativa el valor de Emax de la curva
concentracion-respuesta a la ET-1 pero no modifico el valor de CEs (Figura 32,
Tabla 4). En arterias procedentes de conejos diabéticos, la incubacién con BQ-
788 (10°° M) no modifico de forma significativa la respuesta contractil a la ET-1
(Figura 32, Tabla 4). Al comparar las curvas concentracion-respuesta a la ET-1
obtenidas a partir de segmentos arteriales de conejo control y de segmentos

arteriales de conejo diabético, preincubados con BQ-788 (10° M), se observé
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una disminucion significativa del Emax de la curva concentracion-respuesta a la

ET-1 obtenido en arterias de conejos diabéticos (Tabla 4).
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Figura 32. Curva concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria renal
procedente de conejo control y de conejo diabético, en situaciéon control y tras la
incubacion con BQ-788 10° M. Los datos se expresan como porcentaje de la
tension maxima desarrollada al despolarizar previamente los segmentos arteriales
con KCI 50 mM y representan la media + EEM.

La incubacién con BQ-788 (10° M) de arterias sin endotelio
procedentes de conejo control no modifico significativamente la respuesta
contracti a la ET-1 (Figura 33, Tabla 4), pero disminuyé la CEs
(desplazamiento hacia la izquierda) en las arterias de conejo diabético (Figura

34, Tabla 4).
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Figura 33. Curva concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria renal
procedente de conejo control, en situacion control con endotelio (control), y sin
endotelio en S|tuaC|on control (legrad 2 y tras la incubacion con BQ-788 10° M y
con BQ-788 10°M + indometacina 10”° M. Los datos se expresan como porcentaje
de la tensidon maxima desarrollada al despolarizar previamente los segmentos
arteriales con KCI 50 mM y representan la media + EEM.
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Figura 34. Curva concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos de arteria renal
procedente de conejo diabético, en situacion control con endotelio (control), y sin
endotelio en S|tuaC|on control (legrad 3 y tras la incubacion con BQ-788 10° M y
con BQ-788 10°M + indometacina 10 M. Los datos se expresan como porcentaje
de la tensiébn maxima desarrollada al despolarizar previamente los segmentos
arteriales con KCI 50 mM y representan la media £+ EEM.
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La incubacion con indometacina (10° M) de arterias sin endotelio,
procedentes tanto de conejos control (Figura 33) como de animales diabéticos
(Figura 34), previamente incubadas con BQ-788 (10° M) produjo un aumento
significativo de la respuesta contractil a la ET-1 en comparacion con la curva

obtenida en arterias legradas incubadas unicamente con BQ-788.

En arterias legradas preincubadas con indometacina y BQ-788 la ET-
1 produjo una menor respuesta contractil (menor Enax y mayor CEsg) que la
obtenida en arterias legradas de animales control tratadas con BQ-788 e

indometacina (Tabla 4).
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TABLA 4
Efecto maximo (E,.,) y CEsy de las curvas concentracion-respuesta de ET-1 en arteria renal de conejo.

Emax CEso (M) n
Conejo Control
Control 99 +5 1.0(09-13)x10° 22
Legrado 121+6° 46(3.7-56)x10"°" 16
L-NOArg 10* M 108 £ 6 3.0(22-3.9)x 10" 13
Indometacina 10° M 95 + 4 23(1.8-3.1)x10°" 20
Legrado Indometacina 10° M 130+ 61 12(1.0-1.5)x 10" 17
Nimesulide 10° M 129+ 1249 83(7.2-9.5x 10" 7
Furegrelate 10° M 115+3° 1.0(09-1.1)x10° 10
BQ-123 10°M 72+10° 6.5(5.8-72)x10°" 11
BQ-123 10° M + Indometacina 10° M 115+7%¢ 46(3.7-5.6)x10°° 8
BQ-788 10° M 129+7° 12(1.0-15x10° 15
Legrado BQ-788 10° M 115+5° 6.6(54-81)x10" 8
Legrado BQ-788 10°M +Indom 10°M 165+ 13%°%¢5eh  49(4.0-6.0)x 10745 9
Conejo Diabético
Control 93+5 1.9 (1.6-2.2)x10°* 23
Legrado 103 £4° 8.7(7.1-10.7)x 101> 14
L-NOArg 10* M 112+4° 1.0 (0.9-1.1)x 107*® 13
Indometacina 10° M 135+9%° 8.7(6.5-11.7)x10°* 13
Legrado Indometacina 10° M 110+6*¢ 33(29-38)x107%Pd 1]
Nimesulide 10° M 140+ 5° 13(12-1.5)x10°° 10
Furegrelate 10° M 121 £4° 6.6(5.4-8.1)x 10> 11
BQ-123 10°M 125+5%° 4.7 (4.1-54)x107"° 17
BQ-123 10° M + Indometacina 10° M 109 +6%° 41(3.2-51)x10°"¢ 8
BQ-788 10° M 91 +4° 1.7(1.5-1.8)x 10° 10
Legrado BQ-788 10-6 M 108+5° 50 (4.4-58)x10"°>" 10
Legrado BQ-788 10"°M +Indom 10°M 126+ 6% heh 1.0(0.8-1.3)x 10°*"&" 9

Los valores E,,, se expresan como porcentaje de la despolarizacion previa con KCl 50 mM y representan
media + EEM y los valores de CEs, representan la media y los intervalos de confianza; n: numero de
segmentos arteriales.

* Significativamente diferente respecto de su correspondiente valor en conejo control, P<0.05;

b Significativamente diferente respecto de su correspondiente control, P<0.05; © Significativamente
diferente respecto de su correspondiente legrado, P<0.05; ¢ Significativamente diferente respecto de su
correspondiente valor en segmentos arteriales incubados con indometacina, P<0.05; © Significativamente
diferente respecto de su correspondiente valor en segmentos arteriales incubados con BQ-123, P<0.05; f
Significativamente diferente respecto de su correspondiente valor en segmentos arteriales legrados
incubados con BQ-123, P<0.05; ¢ Significativamente diferente respecto de su correspondiente valor en
segmentos arteriales legrados incubados con BQ-788, P<0.05; " Significativamente diferente respecto de
su correspondiente valor en segmentos arteriales legrados incubados con indometacina, P<0.05
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Discusion

1. INDUCCION DE LA DIABETES

El animal de experimentacion que se utilizo en el presente trabajo fue
el conejo blanco de Nueva Zelanda y el modelo experimental para la induccién
de la diabetes, el aloxano. Se trata de una sustancia quimica que dafa
especificamente las células beta pancreaticas mediante un mecanismo
oxidativo y que provoca en el animal un cuadro clinico similar a la diabetes
mellitus tipo 1. Durante las primeras 24 horas que siguen a la administracion
del téxico el animal tiene tendencia a la hipoglucemia como consecuencia de la
liberacion masiva de insulina, pudiendo aparecer alteraciones graves, e incluso
la muerte del animal. Sin embargo, tras este periodo de hipoglucemia se
instaura la hiperglucemia caracteristica, que se mantiene durante las seis
semanas de estabulacion. Ademas, los animales tratados con aloxano,
comparativamente con los conejos control, tienen polidipsia, poliuria, polifagia,
y una ganancia en peso significativamente menor. En conejos diabéticos
inducidos por aloxano, las alteraciones endoteliales ocurren en la aorta a las
dos semanas de la induccidén de la diabetes y los cambios se vuelven mas
severos en las semanas siguientes; estas alteraciones incluyen adhesion a la
superficie endotelial de leucocitos, plaquetas, y de un material similar a fibrina
(Hadcock et al., 1991). Todo ello pone de manifiesto la validez de la utilizacién
del aloxano como agente diabetdgeno cuando se utiliza el conejo como animal

de experimentacion (Oztiirk et al., 1996).
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2. EFECTO DE LA ET-1 EN LA ARTERIA BASILAR

Los resultados que se presentan en este trabajo muestran un
aumento de la respuesta contractil de la arteria basilar de conejo a la ET-1 en
la diabetes. Se ha observado un incremento de la respuesta vascular a la ET-1
en distintas condiciones fisiopatolégicas como isquemia cerebral (Salom et al.,
2000), hemorragia subaracnoidea (Alabadi et al., 1997) e hipertensién (Cardillo
et al., 1999). En la diabetes, la contraccién inducida por la ET-1 se encuentra
incrementada en aorta (Hattori et al., 1999), arteria renal y mesentérica (Kiff et
al., 1991) de rata. Mas recientemente, se ha observado un aumento de
sensibilidad a la ET-1 en arterias de resistencia mesentéricas aisladas de
pacientes diabéticos (Mcintyre et al., 2001). Ademas, estudios realizados in
vivo mostraron un aumento de la reactividad a ET-1 enddgena en vasos de
resistencia de pacientes diabéticos (Cardillo et al., 2002) y también se ha
descrito una respuesta aumentada al péptido en arteriolas de resistencia de
hamsters diabéticos (Mayhan et al., 1999). Esta hiperreactividad vascular a la
ET-1 puede jugar un papel importante en la patogénesis de la isquemia

cerebral de pacientes diabéticos.

En contraposicion a nuestros resultados, la respuesta a la ET-1
observada en la arteria basilar de rata in vivo es similar en ratas control y en
ratas diabéticas 3-4 meses después de la inyeccion de estreptozotocina
(Mayhan, 1998). Estas discrepancias podrian ser atribuidas a diferencias en la
duracion de la diabetes, especies animales, metodologias in vivo versus in vitro

y agentes diabetogénicos, etc.
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La hiperreactividad a la ET-1 no es el resultado de un incremento
inespecifico en la reactividad de la arteria basilar inducida por la diabetes, ya
que la respuesta contractil de las arterias basilares a otro vasoconstrictor como

UTP es similar en conejos diabéticos y control.

En arterias procedentes de conejos control, la eliminacidn mecanica
del endotelio aumentd la contraccidon maxima y desplazé hacia la izquierda la
curva concentracion-respuesta a la ET-1, indicando una modulacion endotelial
inhibitoria de la accidon contractil de este péptido. Estos resultados concuerdan
con resultados de trabajos previos realizados con arterias cerebrales de
animales no diabéticos (Salom et al., 1991; Petersson et al., 1997). En arterias
procedentes de conejos diabéticos, la eliminacion del endotelio también
desplazé hacia la izquierda la curva concentracion respuesta a la ET-1 sin
producir cambios significativos en la contraccién maxima, sugiriendo un menor
papel modulador del endotelio en |la diabetes. Este hecho podria contribuir a la
hiperreactividad a la ET-1 observada en conejos diabéticos. Coherentemente
con nuestros resultados, la modulacién endotelial de la respuesta vascular a
varios estimulos esta alterada en la aorta y arterias carétidas de la mujer con
diabetes gestacional (Hu et al., 1998) y en la aorta (Pagano et al., 1998) y
arteria renal (Costa e Forti y Fonteles, 1998) de conejos con diabetes inducida

por aloxano.

La accién moduladora del endotelio puede llevarse a cabo, al menos
parcialmente, a través de la liberacién de NO. En conejos control, la incubacién
de los segmentos arteriales con L-NOArg, un inhibidor de la NO sintasa

constitutiva, aumenté de forma significativa la contraccién maxima inducida por
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la ET-1, indicando un papel inhibidor del NO en la modulacién de la respuesta
contractil de la arteria basilar a la ET-1. Este papel inhibidor del NO en la
vasoconstriccion inducida por ET-1 ya se ha descrito en el territorio
cerebrovascular (Alabadi et al.,, 1997). Sin embargo, la incubacién de las
arterias basilares procedentes de animal diabético con L-NOArg no modificé de
forma significativa la contraccion maxima pero desplazé hacia la izquierda la
curva concentracion-respuesta a la ET-1, sugiriendo que, en la diabetes, el
papel inhibidor del NO en la respuesta de la arteria basilar a la ET-1 difiere del
observado en conejos control. La alteracidén en el papel inhibidor del NO podria
estar relacionado con cambios en la produccién de NO y/o en la sensibilidad de
las células del musculo liso vascular al NO inducidos por la diabetes. Se ha
descrito una disminucion de la produccion de NO en diabetes (Lagaud et al.,
2001). Ademas, la menor relajacion producida por el nitroprusiato sédico, un
donante de NO, en arterias procedentes de conejos diabéticos, indica una
menor sensibilidad al NO en las células del musculo liso de las arterias
basilares diabéticas. Por lo tanto, estos datos sugieren que la diabetes altera la
modulaciéon endotelial de NO de la contraccion inducida por la ET-1 en las
arterias basilares mediante un mecanismo que incluye, al menos, una
disminucion de la sensibilidad al NO en las células del musculo liso vascular.
Este hecho podria contribuir a la hiperreactividad a la ET-1 observada en este
trabajo. Es interesante destacar que esta disminucion de la sensibilidad al NO
de las arterias basilares diabéticas no puede generalizarse a otros lechos
vasculares. Asi, por ejemplo, hemos observado previamente que, en arterias
renales procedentes de conejos diabéticos, la sensibilidad de las células del

musculo liso al NO no se encuentra alterada (Alabadi et al., 2001).
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El presente trabajo también ha analizado la participacion de los
derivados del acido araquidonico en la modulacion de la respuesta de la arteria
basilar a la ET-1, mediante la obtencion de curvas concentracion-respuesta a
este péptido en presencia de indometacina, un inhibidor del enzima
ciclooxigenasa. Nuestros resultados muestran que la incubacién de las arterias
basilares, procedentes tanto de conejo control como de conejos diabéticos,
con indometacina no modifica significativamente la contraccion inducida por la
ET-1, sugiriendo que, en arterias basilares de conejo, la contraccion inducida

por la ET-1 no esta modulada por los derivados del acido araquidonico.

Las acciones vasculares de la ET-1 estan principalmente mediadas
por dos subtipos distintos de receptores acoplados a proteina G denominados
receptores de endotelina ETp y ETg (Hopfner y Gopalakrishnan, 1999). Ambos
receptores ETa y ETg se localizan en las células del musculo liso y median
vasoconstriccion. Los receptores ETg también se localizan en el endotelio y
median vasodilatacion a través de la activacion de la liberacién de NO. En este
trabajo, la incubacion con el antagonista de los receptores ETa, el BQ-123,
inhibié la respuesta contractil de la arteria basilar a la ET-1, tanto en conejos
control como en conejos diabéticos. Estos resultados confirman que la
contraccion de la arteria basilar de conejo en respuesta a la ET-1 esta mediada
por receptores endotelinérgicos ETa. El hecho de que las diferencias entre la
respuesta arterial a la ET-1 entre conejos control y diabéticos no persistan tras
la incubacion con BQ-123 sugiere una mayor participacion de los receptores
ETa en la diabetes, lo que podria contribuir a la hiperreactividad a la ET-1

observada en animales diabéticos. Un estudio realizado in vivo muestra que la
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actividad de la ET-1 enddgena sobre los receptores ETp estda aumentada a la
vez que la sensibilidad a la ET-1 exdégena esta disminuida en los vasos de
resistencia de pacientes con diabetes de tipo 2 (Cardillo et al., 2002). Ademas,
la diabetes induce la regulacién a la alza (“upregulation”) de los receptores ETa

en el corazén de rata (Chen et al., 2000).

En conejos control, la incubacién de arterias no legradas con el
antagonista de los receptores endotelinérgicos ETg, el BQ-788, aumentd la
respuesta contractil a la ET-1. Este resultado sugiere la participacion de
receptores endoteliales ETg que median vasodilatacion en la respuesta de la
arteria basilar a la ET-1. La presencia de receptores ETg que median relajacion
endotelio-dependiente en la arteria basilar de conejo se ha demostrado
previamente (Zuccarello et al., 1998). Por tanto, podemos concluir que en la
arteria basilar de conejo, la ET-1 actua sobre los receptores ETg estimulando la
liberacién de NO, el cual a su vez contrarresta la accién vasoconstrictora del
péptido. Por el contrario, en conejos diabéticos la incubacion de arterias no
legradas con BQ-788 no modifico la contraccion maxima inducida por la ET-1.
Este resultado indica que la diabetes altera la accion vasodilatadora de la ET-1
mediada por la liberacion de NO a través de la activacién de los receptores
endoteliales ETg, y podria explicar el menor papel modulador del endotelio en
diabetes descrito en este trabajo en parrafos anteriores. La liberacion alterada
de NO en respuesta a la estimulacion de los receptores ETg observada en
rindn de ratas diabéticas se atribuye, al menos en parte, a la disminucién en el
namero o en la actividad de los receptores endoteliales ETg (Kakoki et al.,

1999). Por tanto, un menor papel de los receptores endotelinérgicos ETg podria

120



Discusion

contribuir a la hiperreactividad de la arteria basilar del conejo a la ET-1

observada en la diabetes.

Ademas, nuestros resultados muestran que tanto en conejos control
como en conejos diabéticos, la incubacién de las arterias legradas con BQ-788
desplazé hacia la derecha la curva concentracidon-respuesta a la ET-1 con
respecto a las curvas obtenidas con arterias legradas no tratadas. Estos
resultados sugieren que la ET-1 actua en los receptores ETg localizados en el
musculo liso vascular que median vasoconstriccion. El hecho de que las
diferencias en la respuesta a la ET-1 en arterias legradas entre conejos control
y diabético (mayor potencia en diabetes) no persistan después de la incubacién
de las arterias legradas con BQ-788 (mayor potencia en control), sugiere una
mayor participacién de los receptores ETg musculares en la diabetes que
pueden también contribuir a la hiperreactividad de la arteria basilar a la ET-1 en
la diabetes. Esto puede ser coherente con la regulacién al alza de los
receptores ETg observada en el corazdén de ratas diabéticas (Chen et al.,

2000).

En resumen, la diabetes induce hiperreactividad de la arteria basilar
de conejo a la ET-1 a través de, al menos, tres mecanismos: (1) menor
modulacién inhibitoria endotelial de esta respuesta, incluyendo la alteracion de
la actividad de los receptores endotelinérgicos ETg endoteliales; (2) menor
sensibilidad al NO de las células del musculo liso vascular; y (3) mayor
participacion de los receptores endotelinérgicos ETa y ETg musculares que

median vasoconstriccion. La hiperreactividad del lecho cerebrovascular a la ET-
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1 podria contribuir a la mayor susceptibiidad de enfermedades

cerebrovasculares de los pacientes diabéticos.

3. EFECTO DE LA ET-1 SOBRE LA ARTERIA CAROTIDA

Los resultados del presente trabajo demuestran que la diabetes
experimental aumenta la respuesta contractil de la arteria carétida de conejo a
la ET-1. La respuesta arterial aumentada a la ET-1 se ha observado en
distintas situaciones fisiopatolégicas. En ratas diabéticas se ha observado una
respuesta contractil incrementada a la ET-1 en arteria renal y mesentérica (Kiff
et al., 1991) y aorta (Hopfner et al., 1999). Ademas, la actividad de la ET-1
enddgena en la regulacion del tono vascular de los vasos de resistencia de
pacientes con diabetes tipo 2 se encuentra intensificada (Cardillo et al., 2002).
La hiperrreactividad vascular a la ET-1, junto con el aumento de los niveles
plasmaticos de este péptido en los individuos diabéticos, pueden jugar un papel
fundamental en la patogénesis de la isquemia cerebral de los pacientes
diabéticos (Sarman et al., 2000; Seligman et al., 2000; Kalogeropoulou et al.,
2002; Schneider et al., 2002). Por otra parte, la ausencia de cambios en la
contraccion maxima de la arteria carétida de conejo diabético frente a una
solucion despolarizante (KCI 50 mM) o 5-hidroxitriptamina (Miranda et al.,
2000b) muestra la selectividad de los cambios de la arteria carétida frente a la

ET-1 observados en el presente trabajo.

El endotelio tiene un papel decisivo en la regulacion de la contraccion

de la pared vascular, mediante la secrecion de sustancias vasoactivas. En este
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trabajo, la eliminacidn del endotelio de los anillos arteriales procedentes de
conejos control aumenta la respuesta contractil de la arteria carétida a la ET-1,
lo cual indica que el endotelio contrarresta parcialmente la vasoconstriccion
mediada por ET-1. En concordancia con nuestros resultados, otros trabajos
han demostrado también que el endotelio atenua la contraccion de diversos
lechos arteriales a la ET-1: arterias mesentéricas (Randall et al., 1989), aorta
(Sakata et al., 1989) y arterias cerebrales (Kauser et al., 1990; Alabadi et al.,
1997). En las arterias carétidas procedentes de conejos diabéticos, la
eliminacién del endotelio no modificd de forma significativa la accion contractil
de la ET-1. Este resultado podria indicar que la diabetes altera la actividad
moduladora del endotelio, y esta alteracién podria contribuir, al menos
parcialmente, a la hiperreactividad de la arteria cardtida a la ET-1 que se
observa en los animales diabéticos. Se ha descrito la existencia de una
alteracion en la actividad moduladora del endotelio en la respuesta vascular a
varios estimulos en aorta (Pagano et al., 1998) y arteria renal (Costa e Forti y
Fonteles, 1998) procedentes de conejos a los que se habia inducido una
diabetes mediante tratamiento con aloxano y en arterias carétida y aorta de

mujeres con diabetes gestacional (Hu et al., 1998).

En este trabajo hemos estudiado la posibilidad de que la accion
moduladora del endotelio se lleve a cabo, al menos parcialmente, a través de la
liberacion de NO. La incubacion de las arterias cardtidas procedentes de
conejos control con el inhibidor de la NOS constitutiva, la L-NOArg, aumenté de
forma significativa la respuesta contractil de los segmentos arteriales a la ET-1,

indicando ademas la participacion del NO en la accion moduladora del
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endotelio en esta respuesta. Este resultado es similar al obtenido previamente
en arteria cerebral media de cabra (Alabadi et al., 1997). Ademas, estudios in
vivo han demostrado que la ET-1 estimula la liberacion de NO en la circulacion
del antebrazo en humanos (Cardillo et al., 2000). En arterias procedentes de
conejos diabéticos, la L-NOArg no produjo un aumento significativo de la
contraccion inducida por la ET-1. Este resultado sugiere que la diabetes altera
la accion moduladora del NO endotelial en la respuesta de la arteria carétida a
la ET-1. Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio muestran que la
diabetes experimental incrementa la actividad moduladora del NO constitutivo
de la respuesta de la arteria carétida de conejo a la 5-hidroxitriptamina
(Miranda et al., 2000a). Por lo tanto, la alteracién en la accién moduladora del
NO endotelial en la respuesta de la arteria carétida, procedente de conejos
diabéticos, a la ET-1 no puede explicarse como un defecto inespecifico en la
actividad de la eNOS, sino que se trata de un cambio especifico en la

modulacién endotelial de la respuesta arterial a la ET-1.

En este trabajo también se examina la participacion de un derivado
del acido araquiddnico, via ciclooxigenasa, en la modulacién de la respuesta de
la arteria cardtida a la ET-1. Los resultados obtenidos muestran que la
indometacina, un inhibidor de la enzima ciclooxigenasa, disminuye de forma
significativa la contraccién de la arteria carétida a la ET-1. Como el inhibidor de
la sintesis de tromboxano Ay, furegrelate, también inhibio la respuesta contractil
a la ET-1, podemos asumir que el prostanoide vasoconstrictor que media esta
respuesta es el tromboxano A,. Con el fin de determinar el origen endotelial de

este prostanoide, se realizaron curvas concentracion-respuesta a la ET-1 en
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arterias legradas en presencia de indometacina. Nuestros resultados muestran
que la respuesta de las arterias legradas preincubadas con indometacina a la
ET-1 no es significativamente diferente a la obtenida en ausencia del inhibidor,
lo cual indica el origen endotelial del prostanoide vasoconstrictor. La ET-1
estimula la produccién de prostaglandinas y tromboxano A, a partir del
metabolismo del &cido araquidoénico, via ciclooxigenasa (Takayasu et al.,
1989). El tromboxano endotelial A, modula la respuesta a la ET-1 de la arteria
basilar de perro (Shirahase et al., 1991), el lecho vascular hepatico de rata
(Kurihara et al., 1992) y la aorta de ratas hipertensas (Taddei y Vanhoutte,
1993). En trabajos previos hemos descrito que el endotelio modula la respuesta
de la arteria carétida a la 5-hidroxitriptamina (Miranda et al., 2000a) y a la
acetilcolina (Miranda et al., 2000b) y de la arteria renal a la 5-hidroxitriptamina
(Miranda et al., 2002) mediante la liberacién tanto de NO como de un
prostanoide vasoconstrictor. Debido al hecho de que tanto la incubacién de las
arterias de conejos diabéticos con indometacina o con furegrelate aumentoé los
valores de CEsy de la curva concentracion-respuesta a la ET-1, puede
deducirse que la indometacina y el furegrelate son mas eficaces inhibiendo
arterias diabéticas que arterias control. Este resultado indica un mayor papel
regulador del tromboxano A, en la diabetes, que podria contribuir parcialmente
a la hiperreactividad de la arteria carétida a la ET-1 en la diabetes. La
produccion renal de tromboxano A, y de prostaciclina se encuentra
incrementada en ratas diabéticas (Okumura et al., 2000). Sin embargo, otros
estudios muestran una disminucion en la formacion del prostanoide
vasoconstrictor en el lecho arterial mesentérico de rata en respuesta a la

metoxamina (Makino y Kamata, 1998), en arterias carétidas de conejo en
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respuesta a la 5-hidroxitriptamina (Miranda et al., 2000a) o a la acetilcolina
(Miranda et al., 2000b) y en arterias renal de conejo en respuesta a la 5-
hidroxitriptamina (Miranda et al., 2002), en la diabetes. Estos datos muestran la
especificidad de los cambios producidos por la diabetes en los mecanismos
reguladores de la respuesta de la arteria carétida a la endotelina-1 y sugieren
que dichos cambios pueden variar dependiendo de las especies, los lechos
vasculares y los estimulos estudiados. Un estudio reciente indica la existencia
de diferencias regionales y debidas al sexo en las alteraciones de la reactividad

del musculo liso vascular inducidas por la diabetes (Sanz et al., 2003).

Como hemos comentado en la seccion anterior, las acciones
vasculares de la ET-1 estan mediadas principalmente por dos receptores
distintos asociados a proteinas G, designados como ETa y ETg (Hopfner y
Gopalakrishnan, 1999). En este trabajo, la incubacion con el antagonista de los
receptores ETp, el BQ-123, produjo una inhibicion significativa de la respuesta
contractil de la arteria carétida a la ET-1, tanto en conejos control (aumento del
valor de CEs, sin afectar el Enax) como en conejos diabéticos (incremento del
valor de CEsp e inhibicion del Enax). Estos resultados confirman el dato
previamente conocido (White et al., 1993; Calo et al., 1996) de que la
contraccion de la arteria carétida de conejo a la ET-1 estd mediada por
receptores ETa. El hecho de que el BQ-123 inhibiera la contraccion maxima a
la ET-1 en arterias carétidas procedentes de conejos diabéticos, pero no de las
procedentes de conejo control, sugiere una mayor participacion de los
receptores ETa en diabetes, que podria contribuir parcialmente a la

hiperreactividad de la arteria carétida de conejo a la ET-1 en diabetes. Esto
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estaria de acuerdo con un estudio reciente que describe una actividad
incrementada de la ET-1 enddgena en los receptores ETp de los vasos de
resistencia de pacientes con diabetes tipo 2 (Cardillo et al., 2002). En arterias
procedentes de conejos control, la incubacion de los segmentos arteriales no
legrados con BQ-788 incremento6 de forma significativa la contraccion a la ET-1,
sugiriendo la existencia de receptores ETg endoteliales mediadores de la
vasodilatacion. Existe una cierta controversia sobre la presencia de receptores
ETs en la arteria carétida de conejo. Diversos estudios han sido incapaces de
poner en evidencia la presencia de tales receptores (White et al., 1993; Lodge
et al.,, 1995; Calo et al., 1996). Debido a que la activacion de los receptores
ETs media efectos opuestos dependiendo de la localizaciéon endotelial o
muscular de dichos receptores, la superposicion de estos efectos
contrapuestos puede haber enmascarado el efecto de la activacion de cada
uno de ellos por separado. Sin embargo, otros estudios describen la presencia
de receptores ETg funcionalmente activos en la arteria carétida de conejo y su
posible papel en diversas situaciones fisiopatolégicas (Lauth et al., 2000;
Cattaruzza et al.,, 2002). Estudios in vivo han demostrado que la ET-1
contribuye a la regulacion del tono vascular de los vasos de resistencia
humanos mediante la estimulacién de la actividad del NO y este efecto, a su
vez, estd mediado a través de receptores endoteliales ETg (Cardillo et al.,
2000). En arterias procedentes de conejos diabéticos, el BQ-788 desplazé
hacia la derecha la curva de concentracién-respuesta a la ET-1, lo cual indica
que la vasodilatacion mediada por receptores endoteliales ETg se encuentra
alterada en la diabetes. Por lo tanto, la alteracion en la actividad moduladora de

la respuesta a la ET-1 de la arteria carétida aislada procedente de conejo
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diabético que se observa en este estudio podria ser consecuencia de la
reduccion del numero o de la actividad de los receptores endoteliales ETg.
Recientemente se ha descrito en el rindn una liberacion reducida de NO
mediada por receptores ETg en distintos modelos experimentales de
hipertension, diabetes mellitus e hipercolesterolemia (Kakoki et al., 1999). La
incubacion de las arterias legradas con el antagonista de los receptores ETg, el
BQ-788, produjo un desplazamiento significativo de la curva concentracién-
respuesta a la ET-1 hacia la derecha con respecto a la curva obtenida en
arterias legradas no tratadas, tanto en conejos control como en conejos
diabéticos. Esto indica la existencia de receptores ETg localizados en el
musculo liso mediadores de la vasoconstriccion. Por otra parte, la contraccion
maxima a la ET-1 obtenida en arterias legradas tratadas con BQ-788
procedentes de conejos diabéticos fue significativamente mayor que la
obtenida en arterias legradas tratadas con BQ-788 procedentes de conejo
control, apoyando de este modo la hipétesis sugerida anteriormente de que la
hiperreactividad de la arteria carétida a la ET-1 podria estar relacionada con un

incremento tanto en el nUmero como en la actividad de los receptores ETa.

En resumen, la diabetes induce hiperreactividad de la arteria carétida
de conejo a la ET-1 a través de, al menos, tres mecanismos: (1) mayor
actividad de los receptores ETa musculares; (2) alteracién de la liberacion de
NO mediada por la activacion de los receptores ETg; y (3) mayor produccion de
tromboxano A,. Al igual que hemos comentado en la seccidn anterior, la

hiperreactividad de la arteria carétida a la ET-1 también podria contribuir a la
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mayor susceptibilidad de enfermedades cerebrovasculares de los pacientes

diabéticos.

4. EFECTO DE LA ET-1 SOBRE LA ARTERIA RENAL

En este estudio la ET-1 indujo una contraccidon concentracion
dependiente de la arteria renal de conejo que fue significativamente menos
potente en los segmentos arteriales procedentes de conejo diabético, indicando
con ello que la diabetes disminuye la sensibilidad de la arteria renal de conejo a
la ET-1. Existen varios estudios demostrando una respuesta reducida a la ET-1
en vasos sanguineos de animales diabéticos (Hodgson y King, 1992;
Chakravarthy et al.,, 1994). En pacientes con diabetes tipo 2 las respuestas
vasoconstrictoras a ET-1 exdgena se encuentran alteradas en el flujo
sanguineo del antebrazo (Nugent et al., 1996; Cardillo et al., 2002). Por el
contrario, la diabetes no modifica la respuesta contractil de la arteria basilar de
rata a la ET-1 (Mayhan, 1998) y aumenta la sensibilidad de las arteriolas

cutaneas humanas a la ET-1 (Mclintyre et al., 2001).

La eliminacion del endotelio de los segmentos arteriales procedentes
de conejos control produjo un aumento de la respuesta contractil de la arteria
renal a la ET-1, tanto en términos de Enax como de CEsg, indicando que el
endotelio contrarresta parcialmente la vasoconstriccion mediada por ET-1. En
arterias procedentes de conejos diabéticos, la eliminacion del endotelio
incrementd la sensibilidad de la arteria renal a la ET-1 (desplazd hacia la

izquierda la curva concentracion respuesta a la ET-1). La contraccién inducida
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por la ET-1 en arterias legradas de animales diabéticos fue significativamente
menor a la obtenida en arterias legradas procedentes de conejos control.
Teniendo en cuenta que tanto en presencia como en ausencia del endotelio la
sensibilidad de las arterias de animal diabético a la ET-1 fue menor que la
correspondiente a las arterias de conejo control, esta sensibilidad disminuida
de las arterias renales de animal diabético a la ET-1 no puede explicarse
mediante un incremento en la actividad de los moduladores vasodilatadores
endoteliales. Por el contrario, la menor contraccion maxima a la ET-1
observada en arterias legradas procedentes de conejos diabéticos, en
comparacién con la obtenida en arterias legradas procedentes de conejo
control, sugiere que la diabetes disminuye Ila actividad moduladora

vasodilatadora de origen endotelial.

Hemos estudiado la posibilidad de que la accion moduladora del
endotelio pudiera producirse, al menos parcialmente, mediante la liberacién de
NO. La incubacion de las arterias renales procedentes de conejo control con el
inhibidor de la NOS, L-NOArg, aumenté significativamente la sensibilidad de los
segmentos arteriales a la ET-1 sin modificar la contraccidn maxima, indicando
la participacion del NO en la accion moduladora del endotelio en esta
respuesta. Esto parece estar de acuerdo con los estudios realizados in vivo que
han demostrado que la ET-1 estimula la liberacién de NO en la circulacién del
antebrazo humano (Cardillo et al., 2000). En arterias procedentes de conejos
diabéticos, la L-NOArg aumenté de forma significativa la contraccién inducida
por la ET-1 (mayor Enax Y menor CEsp). Este resultado sugiere que la diabetes

aumenta la accion moduladora del NO endotelial en la respuesta de la arteria
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renal a la ET-1. Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio muestran
que la diabetes experimental aumenta la actividad moduladora del NO
constitutivo endotelial en la respuesta de la arteria renal a la acetilcolina
(Alabadi et al., 2001) y de la arteria carétida a la 5-hidroxitriptamina (Miranda
et al., 2000b). Por el contrario, en este trabajo hemos observado una alteracion
de la accién moduladora del NO endotelial en la respuesta a la ET-1 en arterias
carétidas procedentes de conejos diabéticos. En experimentos previos pusimos
de manifiesto que la diabetes no modifica la sensibilidad del musculo liso al NO
en la arteria renal de conejo (Alabadi et al., 2001). Por tanto, nuestros
resultados sugieren que la diabetes aumenta la producciéon de NO por parte de

las células endoteliales de la arteria renal de conejo.

Entre las multiples acciones de la ET-1 se encuentra la estimulacion
de la fosfolipasa A, con el consiguiente aumento de mediadores derivados del
acido araquidonico (Imig et al, 2000). En este trabajo hemos examinado la
participacion de derivados del acido araquidonico de la via COX en la
modulacién de la respuesta de la arteria renal a la ET-1. En arterias
procedentes de conejo control, la indometacina, un inhibidor tanto de COX-1
como de COX-2, disminuyé de forma significativa la sensibilidad de la arteria
renal a la ET-1. Nimesulide, un inhibidor selectivo de COX-2, produjo un
aumento significativo de la contraccion a la ET-1. Nuestros resultados sugieren
que la respuesta de la arteria renal a la ET-1 estd modulada mediante la
liberacion de un prostanoide vasoconstrictor via COX-1, y de un prostanoide
vasodilatador via COX-2, predominando la influencia del prostanoide

vasoconstrictor sobre el vasodilatador. Estos resultados concuerdan con la
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atenuacion de la vasoconstriccion arteriolar aferente a la ET-1 tras la inhibicion
de los derivados del acido araquidonico descrita en ratas, sugiriendo que los
metabolitos procedentes del acido araquidonico contribuyen a la respuesta
vasoconstrictora de la arteria aferente a la ET-1 (Imig et al., 2000). Por otra
parte, nuestros resultados indican que COX-2 se expresa en la arteria renal de
los conejos control. COX-2 se expresa en el sistema vascular del riiédn humano
adulto en condiciones normales (Therland et al., 2004). Celecoxib, un inhibidor
selectivo de COX-2, disminuye la concentracion medular de prostaciclina y
tromboxano A; en el rindn de conejo (Miyataka et al., 2002) disminuyendo la
proporcion prostaciclina/tromboxano A, (Lomnicka et al., 2003). Ademas,
celecoxib bloquea la produccion de prostaciclina de las células endoteliales de
la vena umbilical humana (Smith et al., 2002). Sin embargo, nuestros
resultados estan en desacuerdo con la ausencia de efecto del nimesulide en la
accién vasoconstrictora del acido araquidénico en el rifidon de rata, sugiriendo
que la isoforma COX-2 no esta expresada (Quilley y Chen, 2003).
Probablemente estas diferencias se puedan explicar por la variabilidad entre

las especies.

En arterias procedentes de conejos diabéticos, tanto la indometacina
como el nimesulide aumentaron de forma significativa la respuesta arterial a la
ET-1, sugiriendo que la diabetes altera el balance entre prostanoides
vasoconstrictores (COX-1) y vasodilatadores (COX-2) a favor de estos ultimos.
Varios estudios han descrito una disminucion en la formacion de prostanoides
vasoconstrictores en arteria mesentérica de rata en respuesta a metoxamina

(Makino y Kamata, 1998), en arterias carotidas en respuesta a acetilcolina
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(Miranda et al., 2000a) o 5-hidroxitriptamina (Miranda et al., 2000b) y en
arterias renales de conejo en respuesta a 5-hidroxitriptamina en condiciones de
diabetes. Por el contrario, resultados presentados en esta Tesis muestran una
produccion incrementada de prostanoides vasoconstrictores en las arterias
carétidas procedentes de conejos diabéticos en respuesta a la ET-1. Ademas,
la produccion renal de tromboxano A, y prostaciclina se encuentra
incrementada en ratas diabéticas (Okumura et al., 2000). Asimismo, en rifidn
de rata se ha observado que la diabetes induce un incremento de los
prostanoides via COX-2 (Quiley y Chen, 2003). De forma similar a lo observado
en la arteria carétida, estos datos apoyan la especificidad de los cambios de los

mecanismos moduladores de la respuesta arterial a la ET-1.

La respuesta contractil a la ET-1 en arterias previamente tratadas
con indometacina fue significativamente mas elevada en arterias procedentes
de conejos diabéticos que en arterias procedentes de conejo control,
sugiriendo, por tanto, que el cambio en el balance de prostanoides
vasoconstrictores a vasodilatadores contribuye a la menor sensibilidad de la
arteria renal a la ET-1 en la diabetes. Ademas, este resultado también
evidencia que, en ausencia de prostanoides, hay una hiperreactividad de las

arterias de animal diabético a la ET-1.

En arterias sin endotelio, procedentes tanto de animales control
como de diabéticos, la indometacina disminuyé de forma significativa la
sensibilidad de la arteria renal a la ET-1 con respecto a la obtenida en ausencia
del inhibidor, sugiriendo ademas que el prostanoide vasoconstrictor COX-1 es

liberado por las células del musculo liso. Este resultado es similar al obtenido in
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vitro en preparaciones de nefronas yuxtaglomerulares perfundidas, indicando
que los metabolitos de COX que contribuyen a la citada vasoconstriccion a la
ET-1 estan en gran parte generados por las células del musculo liso de los

vasos renales (Imig et al., 2000).

Furegrelate, un inhibidor de la sintesis de tromboxano A;, aumento
significativamente la respuesta contractil de la arteria renal a la ET-1, tanto en
conejo control como en diabético. Este resultado es dificil de explicar; hubiera
sido esperable bien una inhibicibn de la respuesta contracti o bien una
ausencia de influencia sobre dicha respuesta, en funcion de si el prostanoide
vasoconstrictor fuera tromboxano A, o no. En la arteria carétida hemos visto
como el furegrelate inhibié la respuesta arterial a la ET-1. Una posible
explicacion seria atribuir este aumento de la contraccién al metabolito precursor
del tromboxano A,, la prostaglandina H,, o bien, alternativamente, podriamos
especular con un redireccionamiento de la ruta biosintética con produccion de
metabolitos vasoconstrictores mas potentes que el tromboxano A, (por
ejemplo, la prostaglandina Fy). De acuerdo con esta linea de especulacion se
ha publicado que el furegrelate redirecciona el metabolismo del acido
araquidénico hacia prostaglandinas vasodilatadoras en el rinén de la rata

(Wilson et al., 1993; Badahman y Wilson, 1994).

En el presente trabajo hemos estudiado también la participacién de
los receptores ETa y ETs en la respuesta de la arteria renal a la ET-1. En
conejos control, el antagonista de los receptores de la endotelina ETa, el BQ-
123, inhibié de forma significativa la respuesta contractil de la arteria renal a la

ET-1, y el antagonista de los receptores ETg, el BQ-788, aumento
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significativamente la accién contractil de la ET-1. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos en conejos (Evans et al., 2000) y en ratas (Just et al., 2004)
mostrando una influencia neta vasoconstrictora de los receptores ETa y una
influencia vasodilatadora neta de los receptores ETg en el flujo sanguineo

renal.

En conejos diabéticos, el BQ-123 produjo un aumento significativo de
la contraccion de la arteria renal a la ET-1, pero el BQ-788 no la modificé. Estos
resultados sugieren que la diabetes induce un cambio en el papel de los
receptores especificos ETa y ETg: la activacion de los receptores ETx tiene una
influencia vasodilatadora neta mientras que la activacion de los receptores ETg
no tiene influencia o, lo que es mas probable, existe un equilibrio entre la
influencia vasoconstrictora y vasodilatadora tras su activacion. En ratas
diabéticas Zucker se ha observado un cambio en el balance de las influencias
vasoconstrictoras y vasodilatadores mediadas por los receptores ETa y ETg
respectivamente, dando como resultado un efecto predominantemente
vasodilatador (Ajayi et al., 2004). En presencia de BQ-788 la respuesta de las
arterias renales procedentes de conejos diabéticos fue menor a la obtenida en
arterias procedentes de conejos control. Este resultado sugiere que la menor
sensibilidad a la ET-1 de la arteria renal en animales diabéticos podria estar
relacionada con una menor actividad contractil de los receptores ETa. En
pacientes con diabetes tipo 2 el bloqueo de los receptores ETao no produjo
vasodilatacién, indicando que la vasoconstricciéon debida a la ET-1 enddgena
mediada por los receptores ETa se encuentra alterada (McAuley et al., 2000).

En arterias mesentéricas de ratas diabéticas el efecto vasoconstrictor de la ET-
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1 es menor que el obtenido en ratas control, indicando una desensibilizacion de
los receptores ETp, posiblemente debida a los elevados niveles de ET-1 en
plasma (Makino y Kamata, 1998). Sin embargo, otros estudios realizados en
pacientes con diabetes tipo 2 indican una actividad aumentada de la ET-1
enddgena sobre los receptores ETa en los vasos de resistencia; no obstante, la
disminucién de la accion contractil de la ET-1 exdégena observada en este
estudio indica que el aumento de actividad estd mas relacionado con un
incremento del nivel de ET-1 enddgena que con una mayor sensibilidad del

receptor ETa (Cardillo et al., 2002).

En este trabajo hemos estudiado la posible relacién existente entre la
pérdida de actividad del vasoconstrictor COX-1 en la diabetes y los cambios
encontrados en el papel de los receptores especificos ETa y ETg. En arterias
procedentes de conejos control, en presencia de BQ-123, la incubaciéon con
indometacina aumenté la respuesta contractil a la ET-1, indicando, por tanto, la
existencia de prostanoides con accion neta vasodilatadora activados por
receptores ETg. Por el contrario, en arterias procedentes de conejos diabéticos,
en presencia de BQ-123, la incubacién con indometacina inhibié la respuesta
contractii a la ET-1, sefialando la existencia de una influencia neta
vasocontrictora de los prostanoides mediados por la activacion de los
receptores ETg. La contraccion de la vesicula biliar de cobayas causada a
través de los receptores ETg esta mediada en gran medida por eicosanoides

contractiles (Nora et al., 2000).

En arterias legradas procedentes de conejos control, la incubacion

con BQ-788 no modificd significativamente la accidén contractil de la ET-1. Este
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resultado, junto con el aumento de la respuesta contractil inducido por el BQ-
788 en arterias con endotelio, sugiere que la activacion de los receptores ETg
induce una vasodilatacion que es dependiente de endotelio, probablemente
mediada por NO y prostanoides vasodilatadores COX-2. Resultados similares
se han obtenido mostrando que la activacion de los receptores endoteliales ETg
produce vasodilatacién mediada por NO y eicosanoides (Cardillo et al., 2000;
D’Orleans-Juste et al., 2002). En arterias legradas procedentes de animales
diabéticos, la incubaciéon con BQ-788 aumenté la potencia contractil de la ET-1,
mostrando asimismo la existencia en la diabetes de una accion vasodilatadora
mediada por receptores ETB (probablemente a través de NO y prostanoides
vasodilatadores COX-2). Por tanto, nuestros resultados sugieren que, en la
diabetes, la activacion de los receptores ETg induce la liberacion de
prostanoides vasoconstrictores COX-1, los cuales contrarrestan la accién del

NO y de los prostanoides vasodilatadores COX-2 liberados simultaneamente.

Finalmente, tanto en conejos control como en diabéticos, la
incubacion con indometacina de las arterias legradas preincubadas con BQ-
788 produjo un aumento de la accion contractil a la ET-1, sugiriendo asi que la
activacion de los receptores ETp induce la liberacidon por parte de las células
del musculo liso de prostanoides con una actividad neta vasodilatadora. Otros
estudios han referido la liberacibn de prostanoides vasodilatadores en
respuesta a la activacion de receptores ETa (Wright y Malik, 1995; Nora et al.,
2000). La accién contractil de la ET-1 en arterias legradas incubadas con BQ-
788 mas indometacina en conejos diabéticos fue menor que la accién

correspondiente en arterias de conejo control. Debido a que en ausencia de
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indometacina no se observaron diferencias significativas, estos resultados
sugieren que la diabetes disminuye la actividad vasodilatadora de los
prostanoides liberados por parte de las células del musculo liso en respuesta a
la activacion de los receptores ETa. Obviamente, esta actividad vasodilatadora
disminuida no explicaria la pérdida de influencia vasoconstrictora de la
activacion de los receptores ETa observada en la diabetes, la cual
probablemente podria explicarse por una alteracion en la liberaciéon de
prostanoide vasoconstrictor COX-1 en respuesta a la activacion de dichos

receptores.

En resumen, la diabetes induce cambios complejos en los
mecanismos reguladores de la respuesta de la arteria renal del conejo a la ET-
1: 1) aumento del NO endotelial; 2) alteracion del balance entre prostanoides
vasoconstrictores (COX-1) y vasodilatadores (COX-2) a favor de estos ultimos;
y 3) disminucion del cociente entre prostanoides vasoconstrictores vy
vasodilatadores liberados tras la activacion de los receptores ETp,
predominando esta disminucion sobre el aumento de dicho cociente tras la
activacion del receptor ETg. La suma de todos estos cambios tiene como

resultado una disminucién de la sensibilidad de la arteria renal a la ET-1.
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Conclusiones

. La diabetes experimental modifica la respuesta vascular a la ET-1

de forma diferente dependiendo del lecho vascular estudiado.

. La diabetes induce hiperreactividad de la arteria basilar de conejo a
la ET-1 a través de, al menos, tres mecanismos: (1) menor
modulacién inhibitoria endotelial de esta respuesta, incluyendo la
alteracion de la actividad de los receptores endotelinérgicos ETg
endoteliales; (2) menor sensibilidad al NO de las células del
musculo liso vascular; y (3) mayor participacion de los receptores
endotelinérgicos ETa y ETg musculares que median

vasoconstriccion.

. La diabetes induce hiperreactividad de la arteria carétida de conejo
a la ET-1 a través de, al menos, tres mecanismos: (1) mayor
actividad de los receptores ETa musculares; (2) alteracién de la
liberacién de NO mediada por la activacion de los receptores ETg; y

(3) mayor produccion de tromboxano A;.

. La hiperreactividad de las arterias basilar y carétida a la endotelina-
1 observada en la diabetes podria ser un factor condicionante del
mayor riesgo de enfermedad cerebrovascular del paciente

diabético.

. La diabetes induce cambios complejos en los mecanismos
reguladores de la respuesta de la arteria renal del conejo a la ET-1:
(1) aumento del NO endotelial; (2) alteracidon del balance entre

prostanoides vasoconstrictores (COX-1) y vasodilatadores (COX-2)
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a favor de estos ultimos; y (3) disminucion del cociente entre
prostanoides vasoconstrictores y vasodilatadores liberados tras la
activacion de los receptores ETa, predominando esta disminucion
sobre el aumento de dicho cociente tras la activacion del receptor
ETg. La suma de todos estos cambios tiene como resultado una

disminucioén de la sensibilidad de la arteria renal a la ET-1.

. Deberian valorarse las posibles implicaciones vasculares del uso
terapéutico de farmacos inhibidores de la COX-1 y COX-2 y de
farmacos relacionados con la ET-1 en el manejo del paciente

diabético.
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