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Introduccioén

DIABETES MELLITUS
1.1. Generalidades

El término diabetes mellitus engloba una serie de enfermedades
caracterizadas por un déficit absoluto o relativo de insulina, resultante de
defectos en la secrecion o en la accion de la hormona o de ambos. La
expresion bioquimica mas conocida de la diabetes es la hiperglucemia,
aungue existen anomalias no sélo en el metabolismo de los hidratos de
carbono, sino también de los lipidos y de las proteinas. La gravedad de este
sindrome se debe a que, a lo largo de los afios de evolucion, produce una
serie de manifestaciones sistémicas, de las cuales la mas especifica es la
microangiopatia (lesion de pequefios vasos de la retina, del rifion, etc.), si
bien se producen igualmente lesiones macroangiopaticas (arterioesclerosis
acelerada), neurologicas, etc.

La clasificacion clasica de la diabetes incluye dos grandes tipos:
diabetes mellitus insulino-dependiente (IDDM) y diabetes mellitus no insulino-
dependiente (NIDDM). Sin embargo, actualmente se han acumulado nuevos
conocimientos en los que se han identificado defectos a nivel de células,
tejidos o funciones que estan relacionados con la expresion de la
enfermedad. Esto ha dado lugar a la aparicion de nuevas propuestas para
clasificar la diabetes mellitus. Recientemente, el Comité de Expertos de la
Asociacion Americana de Diabetes (ADA) y la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) han propuesto una nueva clasificacion que contempla 4 grupos:

1. Diabetes mellitus tipo 1

2. Diabetes mellitus tipo 2
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3. Otros tipos especificos de diabetes
4. Diabetes mellitus gestacional

En la diabetes tipo 1 se incluyen las formas de diabetes por
destruccion de la célula p-pancredtica causada por alteraciones
inmunoldgicas o de causa idiopatica. Se describen como diabetes tipo 2
aquellas formas con resistencia insulinica predominante y, eventualmente,
una deficiencia relativa de secrecion de insulina. En el tercer grupo se
incluyen los casos cuyo defecto basico es conocido y puede ser identificado;
paraddjicamente en este grupo se encuentran diabéticos tipo 1 y tipo 2 de
causas conocidas. La diabetes gestacional se define simplemente por el
hecho de aparecer durante el embarazo.

La importancia de esta enfermedad deriva de su frecuencia y de sus
complicaciones cronicas, constituyendo una de las principales causas de
invalidez y mortalidad prematura en la mayoria de los paises desarrollados,
aparte de afectar a la calidad de vida de las personas afectadas. Presenta
una elevada prevalencia y comporta un importante gasto sanitario, tanto por
el cuidado de la enfermedad como por la atencion sanitaria de las
complicaciones asociadas. Supone pues un importante coste, tanto personal
como econdmico, para los enfermos, familiares y para la sociedad en
conjunto.

Segun el informe de la OMS titulado “Global Burden of Diabetes 1995-
2025: Prevalence, Numerical Estimates and Projections”, actualmente hay
143 millones de personas con diabetes en todo el mundo y esta previsto que

esta cifra se eleve a 300 millones para el afio 2025 debido, sobretodo, al
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aumento, envejecimiento y urbanizacion de la poblacion. Los aumentos de
prevalencia entre 1995 y 2025 no seran homogéneos en todos los paises, asi
el mayor aumento lo presentaran China (68%) e India (59%). Los paises
Iberoamericanos y del Caribe, asi como otras islas de Asia experimentaran un
aumento del 41%. En Oriente Medio aumentara un 30%, mientras que este
incremento serd menor en los paises de Antigua Economia Socialista de
Europa (26%) y en los paises propios de una Economia de Mercado, como es
el caso de Espania, el incremento sera de un 28%. Estas cifras resultan mas
dramaticas si se tiene en cuenta que por cada caso de diabetes
diagnosticado hay uno sin diagnosticar.

La prevalencia de la diabetes en Espafia se sitta en el 6%, aunque en
personas mayores de 30 afios este porcentaje sube hasta el 12% y en
mayores de 65 afios hasta el 25%, y empieza a observarse en edad
pediatrica.

Entre las complicaciones cronicas asociadas a esta enfermedad estan
la retinopatia, la nefropatia, la enfermedad coronaria, la neuropatia y la
isquemia periférica. La retinopatia diabética es la primera causa de ceguera
en Occidente. Después de 15 afios de evoluciéon de la enfermedad diabética,
la ceguera afecta al 2% de los enfermos mientras que otro 10% manifiesta
problemas visuales graves. La enfermedad cardiovascular, que se origina a
partir de la macroangiopatia diabética, provoca el 75% de las muertes de los
pacientes diabéticos en paises industrializados. Por otra parte, la diabetes es
la principal causa del fallo renal, siendo la nefropatia la principal causa de

muerte en la poblacién diabética tipo 1. Por su parte, la neuropatia es
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probablemente la complicacion mas comun en la diabetes, apareciendo en
mayor o0 menor grado en el 50% de los enfermos y produciendo pérdidas
sensoriales y dafios en las extremidades, constituyendo ademas la principal
causa de impotencia en el varén diabético. Por ultimo, cabe sefialar que las
ulceraciones en las extremidades inferiores son el resultado de la neuropatia
e isquemia periféricas y constituyen la causa mas frecuente de amputaciones
no traumaticas de los miembros inferiores (OMS, Fact Sheet n°® 138, 1999).

Las complicaciones de la diabetes son las responsables de la mayor
parte del gasto sanitario directo (hospitalizaciones, visitas ambulatorias,
tratamiento farmacolégico, tiras reactivas e instrumentos para la
automonitorizacion), aunque en cuanto al gasto social derivado de la
enfermedad, las complicaciones contribuyen mas a los costes indirectos que
llevan asociados (pérdidas de productividad, jubilacion anticipada, muerte
prematura antes de la jubilacion). Dentro de las complicaciones, son las
cardiovasculares las que suponen un mayor gasto. Por otra parte, la diabetes
presenta un coste intangible considerable por el estrés, dolor y ansiedad que
la enfermedad comporta, y que puede reducir la calidad de vida, tanto de
enfermos como de familiares (Rubio et al., 1998).

El estudio europeo CODE-2, que examind los costes médicos directos
de la diabetes tipo 2 en diferentes paises, muestra que el coste anual
sanitario por paciente en Espafa fue de 1305 euros frente a los 1130 euros
de la poblacién no diabética. Esta cifra se triplicaba si habia complicaciones

microvasculares y/o macrovasculares (Mata et al, 2002).
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Segun la OMS también existe otro tipo de consecuencias mas
dificilmente cuantificables, pero que tienen una gran repercusion para el
enfermo como son el dolor, la ansiedad, la disminucién de la expectativa de
vida, la posible discriminacion laboral y el acortamiento de la vida laboral
activa por discapacidad. Tanto es asi que el paciente diabético, en general,
valora su calidad de vida sensiblemente peor que pacientes con otras

patologias como asma o infeccion por VIH (Mata et al, 2002).

1.2. Diabetes y afectacién renal

La nefropatia diabética es una de las causas mas importantes de
morbilidad y mortalidad prematura en pacientes con diabetes mellitus, siendo
ademas la causa individual mas importante de insuficiencia renal en el mundo
occidental. En Estados Unidos la diabetes es la causante del 40% de todas
las insuficiencias renales (Akmal, 2001). En Espafa, la prevalencia de
afectacion renal global es del 22 al 26% en la diabetes mellitus tipo 1 (13-14%
con microalbuminuria y 8-12% con nefropatia establecida), ascendiendo el
porcentaje de nefropatia inicial del 13% al 23% en la diabetes tipo 2, pero
siendo similar la prevalencia de la nefropatia establecida (10-12%) (Esmatjes,
1999).

En la Comunidad Valenciana la nefropatia diabética supone el 8,31%
de las enfermedades renales y el 2,75% de los transplantes renales (Registro
de enfermos renales de la Comunidad Valenciana: datos del afio 2001).

El establecimiento de la nefropatia diabética se entiende como un

camino progresivo desde las alteraciones funcionales renales hasta la
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insuficiencia renal terminal, atravesando estadios intermedios por la aparicion
de microalbuminuria y proteinuria. Desde el punto de vista clinico, los
primeros cambios funcionales renales en la diabetes tipo 1 son un incremento
en la eliminacion urinaria de albumina y una elevacion del filtrado glomerular.
Estos cambios funcionales ocurren poco después del diagndstico de la
diabetes, pero una vez que el control glucémico es adecuado, la funcion renal
vuelve a la normalidad. Después de 5 a 10 afios de evolucién de la diabetes,
algunos pacientes progresan a un estadio en el cual aumenta la
microalbuninuria sin existir cambios sustanciales en el filtrado glomerular. La
existencia de microalbunimuria, 30 a 300 mg/24 horas, ya implica la
existencia de nefropatia, aunque en fase incipiente. La mayoria de estos
pacientes desarrollara proteinuria (>300 mg/24 horas), también conocida
como macroalbuminuria o fase de nefropatia diabética establecida. Cuando
se produzca el descenso de la tasa de filtrado glomerular, virtualmente todos
los pacientes progresaran hacia insuficiencia renal cronica terminal. El curso
clinico de la nefropatia en los pacientes con diabetes tipo 2 puede presentar
diferencias significativas, comparado con el de los pacientes con diabetes tipo
1.

La histopatologia de la nefropatia diabética incluye manifestaciones a
nivel glomerular, como glomeruloesclerosis, a nivel vascular como
ateroesclerosis de las arteriolas aferente y eferente glomerulares y diversas
alteraciones tubulo-intersticiales. (Documento de consenso sobre pautas de

deteccion y tratamiento de la nefropatia diabética, 1997 Sociedades



Introduccioén

espafiolas de: Diabetes, Endocrinologia, Medicina Familiar y Comunitaria y

Nefrologia).

2. MODELOS DE DIABETES EXPERIMENTAL

Los modelos experimentales de diabetes en animales se utilizan tanto
para el estudio de la etiologia de la diabetes mellitus como para el estudio de
los mecanismos involucrados en las complicaciones diabéticas a largo plazo,
ya que las caracteristicas generales de la diabetes en animales son similares
a las de la diabetes humana.

Los diferentes modelos experimentales utilizados en distintas especies
animales se pueden agrupar segun la metodologia usada para la induccién
de la diabetes en cuatro grandes grupos: los modelos que utilizan agentes
qguimicos para la induccion de la diabetes (diabetes quimica); los modelos en
los que se induce la diabetes mediante procedimientos quirdrgicos (diabetes
quirurgica); aquellos en los que la diabetes se induce por infecciones viricas

(diabetes virica); y, por ultimo, los modelos de diabetes espontanea.

2.1. Diabetes quimica

Se ha demostrado que la administracion de diferentes sustancias
quimicas en animales provoca situaciones experimentales similares a la
diabetes. Entre estos agentes quimicos, el aloxano y la estreptozotocina
(STZ) parecen ser los mas especificos y son los mas comunmente utilizados.
Ambas sustancias actuan destruyendo las células B-pancreaticas por lo que

provocarian diabetes tipo 1 y tedricamente seria esperable una falta total de
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secrecion de insulina y la necesidad de administrar dicha hormona a estos
animales para lograr su supervivencia. Sin embargo, aunque los niveles de
insulina en estos animales son muy bajos, no hay una ausencia total de la
misma y pueden sobrevivir durante meses sin un tratamiento con insulina
(Bell y Hye, 1983).

La capacidad del aloxano para destruir selectivamente las células -
pancreaticas fue descrita por primera vez por Dunn y sus colaboradores
(1943). Por su parte, Rakieten y sus colaboradores (1963) fueron los primeros
en demostrar que la STZ inyectada por via intravenosa producia diabetes en
ratas y perros. En ambos casos, el efecto toxico estaria relacionado con
alteraciones morfolégicas de la membrana de las células B-pancreaticas y con
un aumento de la permeabilidad de dicha membrana celular (Weaver et al.,
1978; Bell y Hye, 1983).

Tanto el aloxano como la STZ producen diabetes tipo 1 en un elevado
namero de especies, exceptuando el cobaya que es insensible a ambos
farmacos (Bailey, 1949; Bell y Hye, 1983). Los animales tratados tanto con
aloxano como con STZ presentan la mayoria de las complicaciones
asociadas a la diabetes como son las cardiomiopatias, las neuropatias, las
disfunciones arteriales coronarias, las alteraciones hepaticas, traqueales, del

tejido conectivo, gastrointestinales, etc. (Oztiirk et al., 1996).

2.2. Diabetes quirargica
El origen pancreatico de la diabetes mellitus fue descubierto por

primera vez en 1889 por Oskar Minkowski al realizar una pancreatectomia
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total en perros. Se desarrollaron entonces los modelos experimentales de
diabetes quirdrgica consistentes en la realizacion de una pancreatectomia
total o parcial que desencadenan estados hiperglucémicos parecidos a una
diabetes tipo 1 y tipo 2 respectivamente (Ingle, 1948). Los modelos de
pancreatectomia o diabetes quirdrgica solo tienen en la actualidad una
importancia histoérica, ya que han sido totalmente sustituidos por modelos que
entraflan menos dificultades experimentales, como son los modelos de

diabetes quimica expuestos anteriormente.

2.3. Diabetes viral

La infeccion viral se seflala como una causa de diabetes tanto en
animales como en humanos (Craighead, 1975; Barret-Connor, 1985). Se han
utilizado varios virus para inducir la diabetes experimental en diversas
especies animales, como por ejemplo M-variantes del virus de la
encefalomiocarditis, el virus coxackie, el virus de la rubeola, reovirus y el virus
de la encefalitis equina de Venezuela. La susceptibilidad genética frente a la
infeccion y la resistencia de las células B-pancreaticas a las lesiones virales
son puntos que no estan en la actualidad totalmente clarificados. Los modelos
de diabetes virica presentan ademas numerosas dificultades experimentales,

por lo que son muy poco utilizados en investigacion (Oztiirk et al., 1996).

2.4. Diabetes espontanea
Por ultimo, entre los modelos animales utilizados para la investigacion

de la diabetes encontramos los animales espontaneamente diabéticos. Son

10
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varias las especies animales en las que espontdneamente sus individuos
pueden desarrollar la diabetes mellitus, de forma que tras los cruces
adecuados se obtienen cepas de animales que, en un elevado porcentaje,
desarrollan la diabetes. Entre las especies mas utilizadas podemos citar las
ratas Wistar BB, los hamsters chinos y los ratones OB. En el caso de las ratas
Wistar BB el sindrome desarrollado tiene las caracteristicas de la diabetes
tipo 1 y en el de los ratones OB es similar al de la diabetes tipo 2 (Oztirrk et

al., 1996).

3. DIABETES Y FUNCION VASCULAR
3.1. Mecanismo basico de contraccion del musculo liso

La contraccion del musculo liso depende fundamentalmente del
aumento intracelular de Ca*?, participando tanto el Ca*? extracelular como el
intracelular almacenado en el reticulo sarcoplasmico (Jiang y Stephens,
1994). Este aumento lleva a la formacién de un complejo del Ca*™ con la
calmodulina (polipéptido &cido con cuatro dominios de fijacién para el Ca*?),
el cual estimula la formacion de un complejo ternario con la quinasa de la
cadena ligera de la miosina, activandola. Esta quinasa cataliza la fosforilacion
de los sitios activos de la miosina permitiendo la interaccion actina-miosina,
gue desencadena la contraccion del masculo liso.

El Ca*® puede entrar en la célula muscular lisa por apertura de los
canales dependientes de voltaje, activados por despolarizacion, o por los
canales dependientes de receptor, activados por agonistas. Estos agonistas

inducen ademas la formacion de inositol trifosfato, el cual actia sobre

11
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receptores especificos localizados en la membrana del reticulo
sarcoplasmico, provocando la liberacién de Ca*? al citosol (Bolton, 1979).

La activacion del receptor de membrana, que se encuentra acoplado a
través de una proteina G a una fosfodiesterasa especifica (fosfolipasa C)
inicia la hidrdlisis de lipidos complejos de la membrana celular, como el
fosfatidilinositol-bifosfato que genera diacilglicerol e inositol trifosfato, los
cuales actian como segundos mensajeros.

El diacilglicerol generado permanece en la membrana y activa a la
proteinquinasa C que previamente ha sufrido una traslocacion del citosol a la
membrana debido a su unién con Ca*?. Esta proteinquinasa C es capaz de
fosforilar a una serie de proteinas, mediando asi efectos celulares que
incluyen fosforilacion de otras proteinas, secrecion, modulacion de
conductancias i6nicas, contraccion del musculo liso, proliferacion celular y
activacion del intercambio Na*-Ca*? (Nishizuca, 1988).

El diacilglicerol, ademas, sirve de sustrato a la fosfolipasa A, para
liberar acido araquidonico, precursor de prostaglandinas, tromboxanos y
leucotrienos, que juegan un importante papel en la regulacion de distintas
funciones celulares.

Para que se produzca la relajacién del musculo liso vascular tiene que
disminuir la concentracién de Ca*? intracelular. Esta disminucién puede estar
producida por dos mecanismos: por una bomba Ca™-H' ATPasa que se
encuentra presente tanto en la membrana del reticulo sarcoplasmico como en
el sarcolema, y por un intercambiador Na'-Ca*? situado en el sarcolema

(Casteels et al., 1986).
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Al disminuir la concentracién de Ca* se activan fosfatasas presentes
en la célula que desfosforilan las cadenas de miosina originando en principio
la relajacion; sin embargo, el masculo liso tiene un mecanismo por el cual los
puentes cruzados de la miosina desfosforilada permanecen fijados a la actina
durante cierto tiempo pudiéndose producir una contraccion sostenida con

poco gasto de energia.
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AA: &cido araquidénico, ca*": ion calcio, CM: calmodulina, CO: ciclooxigenasa, DAG:

diacilglicerol, DGL: diglicéridolipasa, IPs: inositol 1,4,5-trifosfato, LO: lipoxigenasa, LT:
leucotrienos, PC: fosfatidilcolina, Pg: proteina G, PG: prostaglandinas, PIP2:
fosfatidilinositol-bifosfato, PKC: protein kinasa C, PLA,: fosfolipasa Az, PLC: fosfolipasa C,
R: receptor de membrana, TX: tromboxanos, VOC: canales dependientes de voltaje.

Fiaura 1: Mecanismo de contraccion del musculo liso.

3.2. Papel del endotelio en la regulacion vascular
El endotelio es la estructura que limita la pared vascular con la sangre

circulante, sirviendo de barrera que evita el paso de agentes nocivos al
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interior de la pared vascular. El endotelio no es simplemente una barrera
fisica que separa la pared vascular de la sangre circulante, reconociéndose
en la actualidad su papel como “6rgano” de regulacién autocrina, paracrina y
endocrina. El endotelio constituye un elemento clave en la homeostasis
cardiovascular ya que es capaz de detectar cambios tanto mecanicos como
humorales y realizar ajustes en el tono vascular o en la estructura de los
vasos mediante la produccién de diversas sustancias.

El endotelio tiene un papel importante en el mantenimiento del flujo
laminar. Tiene funcién antitrombotica, inhibiendo la adhesion de las células
sanguineas a la pared del vaso. El 6xido nitrico (NO) y la prostaciclina (PGl,)
endoteliales tienen un conocido efecto antiagregante plaquetar. En
situaciones patoldgicas (como las que se dan en los factores de riesgo de la
arteriosclerosis) se produce un dafio endotelial que conlleva la liberacion de
una serie de factores quimiotacticos y la expresion de una serie de moléculas
que facilitan la adhesion de leucocitos, plaguetas, etc., contribuyendo de esta
forma al dafo vascular (Haller, 1997).

El endotelio tiene, ademas, importantes funciones secretoras, liberando
sus productos de secrecion tanto hacia la sangre como hacia la pared
vascular. El endotelio segrega una serie de factores que regulan el
crecimiento y diferenciacion de las ceélulas musculares lisas de la pared
vascular. Diversas situaciones pueden estimular una mayor produccion
endotelial de estos factores con la consiguiente proliferacion de células
musculares lisas, lo cual constituye un fendmeno precoz en la vasculopatia.

Entre estas situaciones podemos citar el aumento crénico en la tension de la
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pared vascular y la exposicion cronica a niveles aumentados de
vasoconstrictores (noradrenalina, angiotensina Il).

El endotelio desempefia también otro tipo de actividades fisioldgicas
entre las que se pueden citar la captacion y metabolizacion de la 5-
hidroxitriptamina (5-HT) y de la noradrenalina circulante, la conversion de la
angiotensina I en angiotensina II, el metabolismo de la bradiquinina, asi como
la inhibicion de la liberacién de noradrenalina por las terminaciones nerviosas
adrenérgicas (Cohen y Weisbrod, 1988).

Por otra parte, el endotelio participa de forma muy importante en la
modulacién del tono vascular. El tono vascular, o grado de contraccion basal
del musculo liso de la pared vascular, es el resultado de la interaccién de
diversos factores tanto vasorrelajantes como vasoconstrictores, entre los que
destacan las presiones parciales de CO, y O,, el pH y la accion de diferentes
sustancias vasoactivas y de distintos neurotransmisores liberados desde las
terminaciones nerviosas perivasculares. Entre las sustancias vasoactivas con
accién reguladora, algunas tienen su origen en glandulas concretas
(vasopresina, noradrenalina, etc.), otras poseen un origen mas difuso, por
ejemplo las plaquetas (5-HT, prostaglandinas, etc.), y muchas de ellas
proceden del endotelio vascular. Estas sustancias endoteliales pueden ser
liberadas por distintos estimulos como autacoides (histamina, bradiquinina, 5-
HT) y neurotransmisores (noradrenalina, acetilcolina (Ach), sustancia P) entre
otros. En condiciones fisioldgicas existe un equilibrio entre las sustancias
relajantes y las sustancias constrictoras liberadas por el endotelio, lo cual

contribuye a mantener el tono vascular normal (Wahl y Schilling, 1993).
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Entre los factores contractiles derivados del endotelio se encuentra uno
de los vasoconstrictores mas potentes que se conocen, la endotelina (ET), un
polipéptido de 21 aminoacidos identificado por primera vez en cultivos de
células endoteliales porcinas (Yanagisawa et al., 1988). El péptido original
paso a llamarse ET-1 cuando se descubrié la existencia de otros péptidos
relacionados, la ET-2 y la ET-3 (Inoue et al., 1989). Las endotelinas derivan
de un péptido precursor de 203 aminoacidos denominado preproendotelina, el
cual es transformado por endopeptidasas especificas para formar
proendotelina (big endothelin), con 38-39 aminoacidos segun la especie. Esta
proendotelina es convertida en endotelina activa por el enzima convertidor de
la endotelina (Yanagisawa et al., 1988). La ET-1 es la isoforma mas
abundante, de origen fundamentalmente endotelial, aunque también se
produce en el tejido epitelial y renal, en macrofagos humanos, en el
hipotalamo, etc. (Yoshimoto et al., 1990; Masaki, 1995; Miyauchi y Masaki,
1999). Por otra parte tanto la ET-1 como la ET-3 han sido identificadas en
neuronas y en la glia y se ha observado que las células musculares lisas de
la pared vascular también producen ET-1, aunque en cantidades 100 veces
menores que el endotelio (Cardell et al., 1994).

En el territorio vascular la endotelina actia a través de dos tipos de
receptores, el receptor ETa y el receptor ETg. Ambos tipos de receptores
muestran diferente afinidad por las tres isoformas de la ET y estan presentes
en las células del muasculo liso vascular mediando vasoconstriccion. Sin
embargo, en las células endoteliales solo esta presente el receptor ETg y su

estimulacion induce vasodilatacion a través de la liberacion de NO y PGl,
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(Masaki, 1995). Asi la ET-1, actuando de una manera autocrina y paracrina,
puede tener efectos opuestos sobre el tono vascular. La ET-1 liberada desde
las células endoteliales ejerce una influencia autocrina provocando
vasodilatacién secundaria a la activacion de los receptores ETg endoteliales,
y ejerce una influencia paracrina sobre el musculo liso vascular adyacente
provocando vasoconstriccion y estimulando su proliferacion (accion
mitogénica) a través de la estimulacion de los receptores musculares ETa y
ETs. La accion resultante de la liberacion endotelial de ET-1 consiste, por lo
tanto, en una vasodilatacion inicial y transitoria por activacion de receptores
ETs endoteliales, seguida de una contraccidon persistente y de inicio lento por
activacion de receptores ETp y ETg musculares. No obstante, la respuesta
funcional a la ET-1 varia de unos lechos vasculares a otros dependiendo de
la distribucidn y expresion de ambos tipos de receptores en los mismos
(Takuwa, 1993; Masaki, 1995; Salom et al., 1995; Hopfner et al., 1999;
Miyauchi y Masaki, 1999).

Por otra parte, el endotelio también es capaz de liberar tromboxano A;
(TxAz), un derivado del acido araquidonico, el cual media la contraccion
producida por noradrenalina y ATP (Shirahase et al., 1987). También se ha
descrito la existencia de otros factores derivados del endotelio y con accion
contractil que todavia no han sido bien identificados y entre los que se
pueden citar otra sustancia derivada del acido araquidénico (un prostanoide o
anion superoxido) y una sustancia no prostanoide liberada en situaciones de

hipoxia (Cardell et al., 1994).
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Junto con los anteriores factores contractiles, el endotelio también es
capaz de sintetizar y liberar diferentes sustancias con accion vasorrelajante.
Entre ellas destacan el clasicamente denominado factor de relajacion
derivado del endotelio (endothelium derived relaxing factor o EDRF), que ha
sido caracterizado como NO (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987), el
factor hiperpolarizante derivado del endotelio (endothelium derived
hyperpolarizing factor o EDHF) y la PGl..

El NO es un potente agente vasorrelajante producido y liberado por el
endotelio tanto en condiciones basales como tras la unidn de diversas
sustancias vasoactivas a sus receptores especificos de la membrana de la
célula endotelial (Wahl y Schilling, 1993). EI NO se sintetiza a partir del
aminoéacido L-arginina por la accion del enzima oOxido nitrico sintasa (NOS)
(Myers et al., 1990; Moncada et al., 1991). Se han identificado tres
isoenzimas diferentes de la NOS (Moncada et al., 1997): 1) la NOS neuronal
(nNOS), identificada en tejido neuronal y también conocida como NOS tipo I;
2) la NOS endotelial (eNOS), identificada en células endoteliales vasculares y
también conocida como NOS tipo III; y 3) la NOS inducible (iNOS), también
llamada NOS tipo Il, que es inducida por citocinas en macréfagos y
hepatocitos y que también estd presente en el musculo liso (KatuSic y
Cosentino, 1994; Knowles y Moncada, 1994). Las dos primeras isoformas son
constitutivas y parecen ser la "forma fisiologica" del enzima. EI NO producido
por estos isoenzimas influye en el tono vascular basal y media la respuesta
vascular a diferentes estimulos en condiciones normales. Por su parte, la

INOS parece ser la "forma fisiopatoldgica" del enzima y el NO producido por
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este isoenzima seria un importante mediador de la citotoxicidad (Faraci y
Brian, 1994).

El NO produce la relajacion de la musculatura lisa al activar el enzima
guanilato ciclasa. Estudios in vitro han demostrado que la accion de distintos
vasoconstrictores puede verse potenciada por la ausencia de endotelio,
sugiriendo que, de alguna forma, el endotelio modula la respuesta contractil
del musculo liso vascular a través de la liberacion de NO, el cual
contrarrestaria parcialmente la accion del vasoconstrictor (Brian y Kennedy,
1993).

Por su parte, la PGI, es un metabolito de la via del acido araquidonico
gue también produce relajacién del musculo liso vascular. Su accién esta
mediada por la adenilato ciclasa, cuya activacién provoca un aumento en la
produccion de AMP¢c que desencadena la relajacion. Al igual que el NO, la
PGI, no se sintetiza de forma exclusiva en el endotelio ya que también las

células musculares lisas pueden sintetizarla (Hassid y Williams, 1983).

3.3. Importancia de las alteraciones vasculares en la fisiopatologia y
clinica de la diabetes mellitus
Entre las complicaciones de la diabetes, las alteraciones vasculares
constituyen la principal causa de morbilidad y mortalidad en los pacientes
diabéticos (Stamler et al., 1993).
Las alteraciones vasculares que aparecen en el curso de la diabetes
mellitus (macroangiopatia y microangiopatia) afectan tanto a la estructura

como a la funcionalidad de los vasos sanguineos pudiendo modificar el tono
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normal del musculo liso vascular y contribuir al desarrollo de otras
complicaciones a largo plazo de la diabetes como son el fallo cardiaco, el
accidente vascular cerebral, la hipertension, la retinopatia, la neuropatia y la
nefropatia (Garcia et al., 1974; Crepaldi y Nosadini, 1988; Kastrup, 1988;
Jarret, 1989).

La lesidon ateromatosa que aparece en la diabetes mellitus es, desde el
punto de vista anatomopatoldgico, similar a la observada en individuos no
diabéticos y soélo se distingue por desarrollarse de manera mas rapida,
intensa y precoz en el caso de los pacientes diabéticos (Strandness et al.,
1964).

La esclerosis de los glomérulos renales provoca la insuficiencia renal
cronica en los pacientes diabéticos, aunque también la macroangiopatia
podria estar implicada en esta lesion renal asociada a la diabetes (Carmena 'y

Ascaso, 1993).

3.3.1. Cambios estructurales en la pared arterial inducidos por la

diabetes

Utilizando distintos modelos experimentales tanto en humanos como
con animales se ha evidenciado que la diabetes produce cambios
morfoldgicos en la pared de los vasos. Estas alteraciones se producen a nivel
del endotelio, subendotelio y musculo liso.

La permeabilidad del endotelio en animales diabéticos esta aumentada
por un factor liberado por las plaguetas (Colwell et al., 1983). Este aumento
de la permeabilidad endotelial permite el paso al subendotelio de
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determinadas sustancias presentes en la sangre, lo cual provoca la aparicion
de un area de descamacion focal que va a desencadenar la adhesion de
plaguetas en esa zona, con depdsito de lipidos y colesterol y formacion de
tejido conjuntivo, lo que lleva a la formacion de placas ateromatosas (Oztiirk
et al., 1996).

En aorta de conejos, dos semanas después de la induccion de la
diabetes con aloxano, se produce adhesion de globulos blancos, plaquetas y
material similar a la fibrina a la superficie endotelial, siendo estas alteraciones
mas severas a las seis semanas de la induccion (Hadcock et al., 1991). Esta
adhesion incrementada de globulos blancos al endotelio vascular puede tener
como resultado un aumento en la formacién de radicales libres en la pared
vascular. Todas estas alteraciones pueden desembocar finalmente en la
muerte de las células endoteliales vasculares. De hecho, se ha demostrado
gue la diabetes experimental provoca un aumento de la muerte celular
endotelial en aorta de rata (Lin et al., 1993) y una reduccion significativa de la
proliferacion celular endotelial en aorta de conejo (Santilli et al., 1992).

En células extraidas de cordon umbilical de mujeres embarazadas
diabéticas se han observado alteraciones endoteliales incluyendo incremento
del area mitocondrial y aumento de la fluidez de la membrana endotelial
(Cester et al., 1996).

La neuropatia diabética ha sido relacionada con el engrosamiento de la
membrana basal, con el nimero de nucleos endoteliales y el area endotelial
(Matikainen et al., 1982; Yasuda et al., 1987; Malik et al., 1993). En humanos

con diabetes tipo 1 se ha observado un engrosamiento de la membrana basal
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de los capilares de la piel comparado con individuos sanos (Aageneas et al.,
1961). Ademas, un adecuado control glucémico de los pacientes disminuyo el
espesor de la membrana basal de los capilares de los musculos esqueléticos
(Rosenstock et al., 1988).

La diabetes también produce un aumento de la proliferacion celular del
musculo liso de la pared vascular. Entre las numerosas causas que pueden
dar lugar a esta proliferacion cabe destacar la pérdida de células endoteliales
ocasionada por la diabetes y la subsiguiente disminucion de la sintesis de
NO, el cual se ha demostrado que ademas de sus propiedades
vasorrelajantes, también tiene una actividad reguladora del crecimiento, ya
que tiene un efecto antiproliferativo (Garg y Hassid, 1989). Otras de las
causas que contribuyen a dicha proliferacién celular son las siguientes: el
aumento de las concentraciones de hormona del crecimiento y de otros
factores de crecimiento en el plasma de animales diabéticos y el consiguiente
contacto de estas sustancias con el subendotelio (Koschinsky et al., 1979;
Ledet, 1981); el efecto de factores intrinsecos producidos por la propia célula
muscular (Alipui et al., 1991); la glucosilacion no enzimatica de las proteinas
plasmaticas y las proteinas de la membrana celular que se produce en la
diabetes, ya que los productos finales de dicha glucosilacion inhiben los
efectos antiproliferativos del NO en el musculo liso vascular de diabéticos
(Bucala et al., 1991; Hogan et al., 1992); el aumento de la sintesis de TxA, y
del factor de crecimiento semejante a la insulina (insulin-like growth factor,
IGF), los cuales poseen propiedades mitogénicas y por tanto tienen un papel

importante en el desarrollo de esta proliferacion celular del musculo liso
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vascular (Hanasaki et al., 1990; Murphy et al., 1990; Bornfeldt et al., 1992,
Nicosia et al., 1994); y por ultimo, la reduccién en la biosintesis de PGlI, que
se observa en la diabetes, ya que la PGI, tiene un efecto antimitogénico
sobre las células musculares lisas de arterias procedentes de diabéticos
(Shirotani et al., 1991; Koh et al., 1993).

Por otra parte, se ha observado que la diabetes provoca una
acumulacion excesiva de colageno en la pared arterial como consecuencia de
la estimulacion de la sintesis del mismo (Hamlin et al., 1975) y del aumento
de la glucosilacion no enzimatica del colageno que se produce en las arterias
tras la diabetes (Rosenberg et al., 1979; Brownlee y Cerami, 1981; Brownlee
et al., 1986). Ademas, las fibras de colageno que se forman en los tejidos
diabéticos son generalmente mas rigidas y resistentes a la solubilizacion y
digestion enzimatica. Por todo ello, la secrecion aumentada de colageno por
los fibroblastos en respuesta a altas concentraciones de glucosa contribuye
de forma importante a los cambios estructurales y funcionales que se
producen en el musculo liso de diabéticos (Kennedy y Baynes, 1984).

El engrosamiento del musculo liso arterial produce una disminucion del
gradiente de oxigeno transarterial (Santilli et al., 1993) y, consecuentemente
se produce una hipoxia en la pared arterial que también contribuye a la
formacion de lesiones arterioscleroticas, asi como al desarrollo de

complicaciones no vasculares tales como la neuropatia y la nefropatia.
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3.3.2. Cambios en la funcién arterial producidos en la diabetes

Numerosos estudios han descrito la existencia en la diabetes de una
alteracion de la respuesta vascular a diferentes estimulos, que puede estar
relacionada con cambios en la sensibilidad de los receptores vasculares a
ciertos agonistas, con cambios en la poblacién de receptores (cantidad, tipos,
etc.), o con cambios en los mecanismos reguladores de la respuesta vascular
a determinados estimulos. Existe, no obstante, una gran disparidad en los
resultados obtenidos, lo cual puede estar relacionado con diferencias
regionales, metodoldgicas, etc.

De hecho, los resultados obtenidos con sustancias vasoconstrictoras
como la noradrenalina o la 5-HT son contradictorios. En vasos de gran
calibre, o vasos de conduccidn, se ha descrito tanto aumento (Wong y Tzeng,
1992; Félétou et al., 1994) como disminucion en la contraccion (Sikorski et al.,
1993; James et al., 1994), e incluso en algunos casos no se observa
modificacion en dicha respuesta tras la diabetes (Mulhern y Docherty, 1989;
Fulton et al., 1991). Otros trabajos muestran que el efecto constrictor de la 5-
HT estd aumentado en la circulacion pulmonar (El Kashef, 1996) y en arteria
basilar (Van Buren et al., 1998) y carétida (Miranda et al., 2000b) de animales
diabéticos. En contraste con estos estudios, la diabetes disminuye la
respuesta contractil de la aorta de rata a la 5-HT (James et al., 1994; James y
Hodgson, 1997). También aparecen resultados discrepantes en cuanto al
efecto de la diabetes sobre la contraccion provocada por otros agentes
vasoconstrictores como el calcio o el potasio (Wakabayashi et al., 1987,

Legan, 1989). A nivel renal, la adenosina induce una vasoconstriccibn mas
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marcada en ratas diabéticas comparada con el grupo control (Pflueger et al,
1999) vy la reactividad de la vasculatura renal a la 5-HT esta modificada en
ratas diabéticas (Boston y Hodgson, 1997).

Otro de los vasoconstrictores que ha sido implicado en la fisiopatologia
de la diabetes es la ET-1. La actividad de la ET-1 se encuentra alterada en
muchas complicaciones asociadas a la diabetes como son la arteriosclerosis
(Lerman et al., 1991), la nefropatia (Tammesild et al., 1992; Lee et al., 1994),
la retinopatia (De la Rubia et al., 1992; Kawamura et al., 1992) y la neuropatia
(Cameron et al.,, 1994). De hecho, se ha sugerido la posible utilidad
terapéutica de diversos antagonistas de los receptores endotelinérgicos o
inhibidores del enzima convertidor de la endotelina en la prevencion y
tratamiento de las complicaciones vasculares de la diabetes (Miyauchi y
Masaki, 1999).

Existen varios trabajos en los que se relaciona alteraciones en la
funcion normal de la ET-1 con la diabetes. Asi, se han encontrado niveles
plasmaticos de ET-1 elevados tanto en enfermos diabéticos (Collier et al.,
1992; Haak et al., 1992; Perfetto et al., 1998) como en modelos de diabetes
en animales (Mathew et al., 1997; Makino y Kamata, 1998b; Makino et al.,
2001); ademas, niveles altos de glucosa e insulina estimulan la produccion de
ET-1 por parte de las células endoteliales en cultivo (Yamauchi et al., 1990;
Hattori et al., 1991). Sin embargo, en otros estudios las concentraciones
plasmaticas de ET-1 permanecieron invariables o disminuyeron (Shin et al.,
1995; Hopfner et al., 1998a,b; Makino et al., 1998). Por otra parte, la

liberacion endotelial de ET-1 esta atenuada en arteria aorta y mesentérica de
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ratas diabéticas (Wu y Tang, 1998). Como se puede observar, existe gran
variabilidad entre los distintos estudios y las razones de estas discrepancias
estan mal definidas. Parte de esta variabilidad, salvando las diferencias
metodoldgicas, podrian ser explicadas por los numerosos factores
metabolicos y vasculares que participan en la liberacion y accion de la ET-1,
incluyéndose la funcién endotelial (Vermes et al., 1993), insulinemia (Oliver et
al., 1991; Frank et al., 1993; Hopfner et al.,, 1998a,b), EDHF (Boulanger y
Luscher, 1990), glucemia (Hattori et al., 1991), lipemia (Lerman et al., 1993),
etc.

Respecto a los agentes vasodilatadores esta generalmente aceptado
que la relajacion dependiente de endotelio esta alterada en los distintos
lechos vasculares de varias especies animales en las que se indujo la
diabetes, aunque los resultados también son contradictorios. Por ejemplo, hay
trabajos en pacientes diabéticos que evidencian tanto alteracibn como
respuestas normales a la relajacion mediada por endotelio (Sobrevia y Mann,
1997; Chan et al., 2000). Concretamente se ha demostrado una respuesta
alterada a la Ach (Bhardwaj y Moore, 1988; Omer et al., 1999) e histamina
(White y Carrier, 1986) en diabetes. En nuestro propio grupo, también hemos
evidenciado una respuesta alterada a la Ach en arteria cardtida de conejos
diabéticos asi como alteraciones en los mecanismos reguladores endoteliales
(Miranda et al, 2000a).

Existen varios trabajos que muestran que la vasodilatacion mediada
por NO esta alterada en humanos y animales en las fases tempranas de la

diabetes (Gupta et al, 1992; Elliot et al, 1993; Diederich, 1997).
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Concretamente en el lecho renal algunos trabajos muestran que la
vasodilatacion de los vasos renales esta alterada en animales diabéticos
(Wang et al., 1993; Ohishi y Carmines, 1995; Diederich, 1997).

El NO juega un importante papel en la regulacion de la hemodinamica
renal tanto en condiciones fisiolégicas (Kone y Baylis, 1997) como en la
diabetes (Komers et al., 2000a). Algunos estudios muestran alteraciones en la
sintesis de NO en rifiones de animales diabéticos, habiendo sido descritos
tanto aumentos de la produccion (Tolins et al, 1993; Shin et al., 2000) como
disminucién (Craven et al, 1994; Derubertis y Craven, 1994; Kamata y
Yamashita, 1999).

Se ha sugerido que la diabetes podria afectar la funcion moduladora
del NO a tres niveles: 1) modificando la sintesis del NO en las células
endoteliales; 2) disminuyendo la biodisponibilidad del NO una vez liberado,
como consecuencia de su inactivacion por productos derivados de la
glucosilacién avanzada o por radicales libres; y 3) modificando la sensibilidad
del "receptor”, es decir, de la guanilatociclasa de la célula muscular lisa (Chan
et al., 2000).

Los mecanismos patogénicos de la nefropatia diabética se han
relacionado con cambios en la funcion reguladora del endotelio (Rabelink y
Bakris, 1998), ademas, con técnicas inmunohistoquimicas se ha demostrado
gue se produce una disminucion de la expresion de la NOS en las células de
la macula densa renal en la diabetes (Yagihashi et al., 1996). Sin embargo,

otros estudios sugieren que una excesiva produccion de NO podria contribuir
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a la hiperfiltracion e hiperperfusién renal que se produce en la nefropatia
(Sugimoto et al., 1998; Choi et al., 1999).

En los dltimos afios ha quedado establecida la importancia del
endotelio en la regulacion del tono vascular tanto en situacion fisiologica
como en las diferentes situaciones patologicas; aun asi podemos ver que
todos los mecanismos que se ven involucrados en las alteraciones vasculares
gue se producen en la diabetes no estan todavia esclarecidos y siguen siendo

un tema relevante para muchos autores.
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Objetivos

El objetivo genérico de la presente Tesis Doctoral es analizar los
cambios inducidos por la diabetes experimental en la respuesta de la arteria
renal de conejo frente a tres sustancias vasoactivas: Ach, vasodilatador
endotelio-dependiente, y 5-HT y ET-1, dos sustancias vasoconstrictoras que
participan en condiciones fisiologicas en el mantenimiento del tono vascular, y
que pueden desempefiar un papel importante en las alteraciones
hemodinamicas que se producen a nivel renal en la diabetes, y que en ultima
instancia podrian contribuir a la aparicion de la nefropatia diabética.

A continuacion se detallan los objetivos concretos que pretendemos
alcanzar con el presente trabajo:

1. Estudiar la respuesta de la arteria renal de conejo a la Ach, 5-HT y ET-1,
analizando los posibles cambios inducidos por la diabetes experimental en
dicha respuesta.

2. Estudiar la funcibn moduladora del endotelio en la respuesta de la arteria
renal de conejo a la Ach, 5-HT y ET-1, estudiando los efectos de la
diabetes experimental sobre dicha funcion moduladora.

3. Estudiar la actividad reguladora del 6xido nitrico en la respuesta de la
arteria renal de conejo a la Ach, 5-HT y ET-1, asi como la posible
alteracion de dicha actividad en la diabetes experimental.

4. Estudiar la actividad reguladora de derivados del acido araquidonico en la
respuesta de la arteria renal de conejo a la Ach, 5-HT y ET-1, analizando
posteriormente los posibles cambios en dicha actividad inducidos por la

diabetes experimental.
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Material y Métodos

Para la realizacion del presente trabajo se han utilizado conejos blancos
machos de Nueva Zelanda, los cuales fueron divididos en dos grupos al azar.
A los animales de uno de los grupos no se les realiz6 ninguna manipulacion
experimental y constituyeron el grupo de conejos control, mientras que a los
animales del otro grupo se les indujo la diabetes de forma experimental y

constituyeron el grupo de conejos diabéticos.

1. INDUCCION DE LA DIABETES EXPERIMENTAL

La induccion de la diabetes se realiza mediante la inyeccion, en la vena
marginal de la oreja, de una dosis Unica de un toxico selectivo de las células -
pancreaticas, el aloxano. La inyeccién de aloxano (100 mg/kg disueltos en 10
mL de solucion salina) se realiza tras sedar previamente al animal con 40 mg
de clorhidrato de Ketamina (Ketolar®). Debido a la destruccién de las células
B-pancreaticas provocada por el aloxano, en las primeras horas posteriores a
la inyeccion del mismo se produce una liberacibn masiva de insulina y un
estado de hipoglucemia. Con el fin de evitar los graves problemas que la
hipoglucemia puede acarrear para la vida del animal, tras el aloxano se le
administran 2 mL de solucién glucosada al 5% por via intravenosa, y al cabo
de 15-20 minutos 8 mL de la misma solucioén por via subcutanea. Durante las
primeras horas se mantiene al conejo con agua de bebida glucosada al 10%
hasta que alcanza el estado hiperglucémico (normalmente entre 24 y 48 horas
después de la inyeccién del aloxano). Posteriormente, la solucién glucosada

se sustituye por agua de bebida normal. Tanto los animales del grupo control

32



Material y Métodos

como los del grupo diabético permanecen estabulados con agua y comida
regular ad libitum durante seis semanas.

En el periodo de estabulacion a todos los animales (controles y
diabéticos) se les realiza controles de peso y glucemia semanales. La medida
de la glucemia se realizé con un medidor de glucosa en sangre (Glucometer
elite®), basado en una tecnologia de sensor por electrodo. La accién capilar en
el extremo de la tira reactiva aspira una pequefa cantidad de sangre a la
camara de reaccion y los resultados se visualizan en 60 segundos.

En la tabla 1 se muestran los valores medios de peso y glucemia para
el grupo de conejos control y para el grupo de conejos diabéticos, se observa
un marcado incremento de la concentracion sérica de glucosa y una
disminucién en el incremento de peso en el grupo de animales diabéticos
comparado con el control.

Tabla 1: Valores de peso y glucemia en conejos control y diabéticos

Peso (KQg) Glucemia (mg/dL) n
Conejos grupo control
Valor inicial 2.60+0.10 106 + 3 35
Valor final (6 semanas después) 3.54 £ 0.08 109+ 4 35
Conejos grupo diabético
Valor inicial 2.51+0.07 104 + 4 33
Valor final (6 semanas después) 2.94 £ 0.09% 370 + 25° 33

# Significativamente diferente del grupo control, P<0.05

Los valores iniciales se obtuvieron inmediatamente antes de la induccion de la diabetes en el
grupo de conejos diabéticos y seis semanas antes del sacrificio en el grupo de conejos
control. Los valores finales se obtuvieron en los dos grupos inmediatamente antes de

sacrificar a los animales. Los valores representan la media + EEM para “n” conejos

33



Material y Métodos

2. REGISTRO DE LA TENSION ISOMETRICA DESARROLLADA POR
SEGMENTOS DE ARTERIA RENAL DE CONEJO
2.1. Obtencién y montaje de los segmentos arteriales

Seis semanas después de la induccidn de la diabetes, los animales se
anestesian con 100 mg de tiobarbital (Tiopental sédico®) y se sacrifican
mediante una inyeccién, en la vena marginal de la oreja, de una solucién de
KCI (3.3 mEg/mL, 0.5 mL/kg). La muerte se produce por parada cardiaca
como consecuencia de la despolarizacion miocardica.

Posteriormente se diseccionan ambas arterias renales y se sumergen
en una solucion salina fisiolégica fria (4 °C). A continuacion, con la ayuda de
una lupa binocular (Wild M3B Heerbrugg) y utilizando una fuente de luz fria
(Euromex EK-1) para no deteriorar el tejido, se eliminan los restos de sangre
del interior de las arterias y se cortan en segmentos de aproximadamente 4
mm de longitud.

Para el registro de la tension isométrica desarrollada por los segmentos
arteriales, se introducen los extremos finos y rigidos de dos alambres de acero
inoxidable (125 um de didmetro) a través de la luz vascular. Uno de los
alambres queda unido a un soporte fijo, de tal forma que la arteria queda en
posicion horizontal. El otro se conecta a un transductor de tension 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. El transductor esta acoplado a su vez a un

amplificador de sefal y a un poligrafo, para poder asi registrar la tension
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isométrica ejercida por los segmentos arteriales como resultado de una
contraccion o relajacion (Figura 2).

Cada segmento vascular, con los alambres en el interior de su luz, se
aloja en un bafio de érganos que contiene 5 mL de una solucion que simula
las condiciones fisioldgicas (solucion nutritiva de Ringer Locke). Dicha solucion
tiene la siguiente composicion (mM): NaCl, 119.8; KClI, 5.0; CaCl,, 2.2; MgCl,,
1.0; glucosa, 5.6; y NaHCOg3, 23.8; y se encuentra burbujeada continuamente
con gas carbogeno (95% de O, y 5% de CO,), lo que le confiere un pH de 7.3
- 7.4. Un circuito de agua caliente que rodea las copas de los bafos, permite
mantener las soluciones con los tejidos vasculares a una temperatura
constante de 37 + 0.5 °C. Se dispone de una reserva de la solucion, en
condiciones idénticas a las descritas, que se utiliza para renovar el medio en

gue se hallan inmersos los segmentos arteriales.

BANO DE ORGANOS

transductor
-
~
95% O, H,O
+
5% CO, 37°C

Figura 2: Disposicion de un segmento cilindrico de arteria en el

bafio de 6rganos 35



Material y Métodos

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, o bien un poligrafo (Omniscribe
Serie D5000/Letica Poligraf 4006), o un sistema informatizado de recogida de
datos (Powerlab/8SP, programa Chart v 4.1.2).

Los cambios de tension isomeétrica producidos por los diferentes
estimulos aplicados sobre los segmentos arteriales se cuantifican midiendo, a
partir del trazado basal o del trazado de tono activo, el desplazamiento
producido hasta el efecto maximo desarrollado por cada una de las dosis.
Estos cambios de tension isométrica se multiplican por un factor de calibracion
determinado de antemano; ello permite la conversién de unidades de longitud
(mm) en unidades de tensidbn (mg). Las cantidades obtenidas pueden
expresarse en términos absolutos (mg) o relativos, es decir, porcentualmente,
bien respecto al efecto maximo producido por un estimulo aplicado con

anterioridad (en nuestro caso KCI 50 mM) o bien respecto al tono activo.

2.3. Procedimiento experimental

Una vez situados los segmentos arteriales en el bafio de organos,
previa calibracion del aparato, se les aplica mediante rotacion del tornillo
micrométrico, una tension basal de 2 g. Dado que la tendencia inmediata de

los segmentos arteriales es relajarse, la tensidbn debe reajustarse
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periodicamente hasta que se estabilizan a dicha tension. Durante este periodo
el liquido nutritivo se renueva cada 15 minutos. Una vez alcanzada una
tension basal constante de 2 g y con el fin de analizar la reactividad de los
segmentos arteriales, éstos se someten a un estimulo despolarizante con una
solucion de KCI 50 mM. No hubo diferencias significativas en la respuesta al
KCI entre segmentos arteriales de conejo control y de conejo diabético. Los
segmentos arteriales que exhiben una contraccién frente a este estimulo
menor de 1 g son descartados. Posteriormente, se realizan varios lavados de
las arterias con la solucion nutritiva hasta que de nuevo alcanzan su tension
basal, dejando transcurrir siempre un tiempo minimo de 45-60 minutos antes
de iniciar las curvas concentracion-respuesta. Dichas curvas se obtuvieron
mediante la adicion al bafio de 6rganos de dosis acumulativas del farmaco a
estudiar. Cada dosis se afiade cuando la inmediatamente anterior ha
desarrollado su efecto maximo, siendo la concentracion del farmaco en el
bafio cuando se aplica una dosis, la suma de esta ultima con las dosis
administradas con anterioridad a ella. El volumen total de los farmacos
afiadidos al bafio no supera en ningun caso el 10% del volumen del liquido del
bafio.

Para la obtencion de las curvas concentracion-respuesta de Ach, los
segmentos de arteria renal fueron previamente sometidos a un tono activo
mediante la adicién al bafio de 6rganos de una dosis Unica de 5-HT (10™ M).
La 5-HT produjo una contraccidn que, tras alcanzar su valor maximo, se

mantuvo estable en valores de tension superiores a 1 g (3155 + 289 mg para

segmentos arteriales procedentes de animal control y 3417 + 306 mg para
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segmentos arteriales procedentes de animal diabético). Los segmentos
arteriales en los que la contraccién provocada por 5-HT 10 M no se mantuvo
estable o fue inferior a 1g fueron descartados. Tras la aplicacion de la 5-HT y
una vez estabilizados los segmentos arteriales en su correspondiente tono
activo, se obtuvieron las curvas concentracion-respuesta de Ach de forma

acumulativa.

2.4. Protocolo experimental

2.4.1. Estudio de la respuesta de la arteria renal de conejo a la Ach y del

efecto de la diabetes experimental sobre dicha respuesta

Para el estudio de la respuesta de la arteria renal a la Ach, de los
mecanismos que la modulan asi como de la influencia de la diabetes sobre la
respuesta arterial global y sobre cada uno de los mecanismos que participan
en la misma, se realizaron curvas concentracion-respuesta de Ach (10°-10°
M), en arterias precontraidas con 5-HT (10° M), en situacién control y en cada
una de las siguientes condiciones experimentales:

a) Para analizar el papel del endotelio en dichas respuestas, se
obtuvieron curvas concentracion-respuesta de Ach en segmentos desprovistos
de endotelio. La eliminaciéon del endotelio vascular se realiz6 mediante el
legrado de la superficie intima, siguiendo el método de Furchgott y Zawadzki
(1980). Basicamente el procedimiento consiste en introducir en la luz del
segmento arterial una aguja cuya superficie ha sido lijada previamente. Una
vez introducida la aguja en la luz arterial y con la ayuda de un pincel, se hace
rodar varias veces y con suavidad el segmento vascular sobre la superficie
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rugosa de la aguja, tanto en sentido longitudinal como transversal, para
asegurar su completa destruccion.

b) Con el fin de estudiar la posible participacién del NO en la respuesta,
se obtuvieron curvas concentracion-respuesta de Ach tras la incubacion (20
minutos) de los segmentos arteriales con el inhibidor de la sintesis de NO, N°-
nitro-L-arginina (L-NA, 10°y 10 M).

c) Para valorar la participacion de metabolitos derivados del &cido
araquidonico por la via de la ciclooxigenasa en la respuesta relajante, se
obtuvieron curvas concentracion-respuesta de Ach en presencia del inhibidor
del enzima, indometacina 10™ M, el cual se afiadi6 al bafio 20 minutos antes
de realizar la curva de Ach.

d) Para examinar si en la respuesta relajante a la Ach participaban otros
factores distintos al NO o a la PGI,, se realizaron curvas concentracion
respuesta en arterias previamente incubadas durante 20 minutos con L-NA
(10" M) e indometacina (10™ M).

e) Para ver la participacion del EDHF, se realizaron -curvas
concentracion-respuesta para la Ach en arterias despolarizadas con KCI| 30
mM e incubadas con L-NA (10 M) més indometacina (10> M).

Por otra parte, para detectar los posibles cambios en la sensibilidad al
NO de las células del musculo liso vascular, se realizaron curvas
concentracién-respuesta de nitroprusiato sédico (10°-10* M), un dador de NO
gue produce vasodilatacion independiente de endotelio. Los segmentos

arteriales fueron previamente contraidos con 5-HT (10™ M).
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Todos los experimentos descritos en los diferentes apartados se
realizaron en arterias de animal control y en arterias procedentes de conejo

diabético.

2.4.2. Estudio de la respuesta vasoconstrictora a la 5-HT de la arteria
renal de conejo y del efecto de la diabetes experimental sobre dicha

respuesta

Para el estudio de la respuesta de la arteria renal a la 5-HT, de los
mecanismos que la modulan asi como de la influencia de la diabetes sobre la
respuesta arterial global y sobre cada uno de los mecanismos que participan
en la misma, se realizaron curvas concentracién-respuesta de 5-HT (10® —
3x10® M), en situacién control y en cada una de las siguientes condiciones
experimentales:

a) El papel del endotelio en la respuesta se analiz6 mediante la
obtenciéon de curvas concentracion-respuesta de 5-HT en segmentos
desprovistos de endotelio. La eliminacion del endotelio vascular se realizd de
forma mecanica siguiendo el método de Furchgott y Zawadzki (1980).

b) Con el fin de estudiar la posible participacion del NO en dicha
respuesta, se realizaron curvas concentracién-respuesta de 5-HT tras la
incubacion (20 minutos) de los segmentos arteriales con el inhibidor de la
sintesis de NO, L-NA (10 M).

c) La posible influencia de NO extraendotelial en la respuesta
constrictora se analiz6 mediante la obtencién de curvas concentracion-
respuesta de 5-HT en segmentos desprovistos de endotelio y previamente
incubados durante 20 minutos con L-NA (10 M).
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d) Para valorar la participacion de metabolitos derivados del &cido
araquidoénico a través de la via de la ciclooxigenasa en la respuesta
constrictora, se obtuvieron curvas concentracion-respuesta de 5-HT en
presencia del inhibidor de dicho enzima, indometacina 10> M, el cual se
afnadio al bafio 20 minutos antes de realizar la curva con 5-HT.

e) Para comprobar la participacion conjunta que pudiera tener el NO y
las sustancias derivadas de la ciclooxigenasa en la respuesta contractil
provocada por la 5-HT, se estudié la respuesta a esta amina de los segmentos
vasculares incubados con L-NA (10 M) e indometacina (10 M).

Todos los experimentos descritos en los diferentes apartados se
realizaron en arterias de animal control y en arterias procedentes de conejo

diabético.

2.4.3. Estudio de la respuesta vasoconstrictora de la arteria renal de
conejo a la ET-1 y del efecto de la diabetes experimental sobre dicha

respuesta

Para el estudio de la respuesta de la arteria renal a la ET-1, de los
mecanismos que la modulan asi como de la influencia de la diabetes sobre la
respuesta arterial global y sobre cada uno de los mecanismos que participan
en la misma, se realizaron curvas concentracién-respuesta de ET-1 (107*-
3x10® M), en situacién control y en cada una de las siguientes condiciones
experimentales:

a) Para analizar el papel del endotelio en dicha respuesta, se

obtuvieron curvas concentracion-respuesta de ET-1 en segmentos
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desprovistos de endotelio. La eliminacion del endotelio vascular se realizd de
forma mecanica siguiendo el método de Furchgott y Zawadzki (1980).

b) Con el fin de estudiar la posible participacién del NO en la respuesta,
se obtuvieron curvas concentracion-respuesta de ET-1 tras la incubacion (20
minutos) de los segmentos arteriales con el inhibidor de la sintesis de NO, L-
NA (10™ M).

c) Para valorar la participacion de metabolitos derivados del acido
araquidonico por la via de la ciclooxigenasa en la respuesta constrictora, se
obtuvieron curvas concentracion-respuesta de ET-1 en presencia del inhibidor
de la ciclooxigenasa, indometacina (10> M), el cual se afiadié al bafio 20
minutos antes de realizar la curva de ET-1.

d) Para valorar el origen endotelial o0 muscular de los derivados del
acido araquiddnico que modulan la respuesta arterial a la ET-1 se realizaron
curvas concentracion-respuesta de ET-1 en arterias legradas e incubadas con
indometacina (10° M).

Con el fin de estudiar el posible efecto de la diabetes sobre cada uno de
estos mecanismos, todos los experimentos descritos se realizaron en arterias
procedentes de conejos control y en arterias procedentes de conejos

diabéticos.

2.5. Analisis de los resultados
La respuesta contractil a la 5-HT y a la ET-1 se expresé como
porcentaje respecto a la contraccion inducida por KCI (50 mM), mientras que

la respuesta vasodilatadora inducida por la Ach y el nitroprusiato sodico se
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expresaron porcentualmente respecto al tono activo previamente inducido por
5-HT (10™ M).

Cada curva concentracion-respuesta se repitid en segmentos arteriales
procedentes de animales diferentes. Los datos se agruparon posteriormente
segun el tipo de experimento y a partir de los resultados obtenidos para cada
una de las concentraciones se calcul6 la media aritmética, la desviacion tipica
y el error estandar de la media (EEM). Estos valores nos permitieron obtener
las curvas concentracion-respuesta medias para cada una de las situaciones
experimentales. Por otra parte, para cada curva concentracion-respuesta, se
calculd la concentracion eficaz 50 (CEso), es decir, aquella concentracion de la
sustancia que produce la mitad del efecto maximo (Emax). Para ello, se halla la
mitad del efecto maximo y las concentraciones que lo acotan y a continuacion
se calcula la concentraciéon que corresponde a la mitad del efecto maximo
mediante una proporcion 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 pD; (-log CEsp), ya
gue dichos valores se ajustan a una distribucion normal. La posterior
conversion, aplicando antilogaritmos, proporciona la media geométrica y los
intervalos de confianza al 95% de la CEso.

El analisis estadistico para determinar las posibles diferencias entre los
valores de efecto maximo y pD, obtenidos para las distintas situaciones
experimentales planteadas, se realiz0 dentro de cada grupo de animales
mediante un analisis de la varianza (ANOVA) seguido del test de Student-

Newman-Keuls. La comparacion de cada situacion experimental entre el grupo
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de animales control y el grupo de animales diabéticos se realizé con el test de

la t de Student. Las diferencias se consideraron significativas si P<0.05.

3. FARMACOS Y SOLUCIONES

Los productos utilizados en el presente trabajo y la procedencia de
cada uno de ellos son los que aparecen en la tabla 2.

El aloxano se disolvié en solucién salina fisioldgica.

Para preparar la solucion nutritiva de Ringer Locke en primer lugar se
prepar6 una solucién concentrada (20x) de cloruros (NaCl, KCI, CaCl,, MgCl,)
gue se diluyd en el momento de su uso, afiadiendo entonces el NaHCO3 y la
glucosa. La solucion despolarizante de KCI 50 mM, se prepard del mismo
modo que la solucion de Ringer Locke, pero sustituyendo parte del NaCl por
una cantidad equimolar de KCI.

La 5-HT, Ach y L-NA se disolvieron en agua bidestilada y se diluyeron
en solucion salina fisiologica. Para la completa disolucion de la L-NA fue
necesaria la aplicacion de ultrasonidos. La indometacina se disolvié en etanol
y se diluy6 en solucién salina fisiolégica. El nitroprusiato sédico se disolvid y
diluy6 con solucién salina fisiologica.

La ET-1 se disolvié en &cido acético 0.1% y se diluy6é en una solucién
gue contiene la siguiente composicion: tampon fosfato salino (NaCl 150 mM +

NaH,PO, 10 mM) + seroalbumina bovina al 0.05%.
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Tabla 2: Productos utilizados y procedencia

Producto Procedencia
Acetilcolina Sigma-Aldrich
Alcohol etilico Panreac
Acido acético glacial Panreac
Aloxano Sigma-Aldrich
Bicarbonato s6dico (NaHCO5) Panreac
Clorhidrato ketamina, Ketolar® Parke Davis
Cloruro célcico (CaCl,-H,0) Merck
Cloruro magnésico (MgCl,-6H,0) Merck
Cloruro potasico (KCI) Merck
Cloruro sodico (NaCl) Panreac
Endotelina-1 Sigma-Aldrich
Fosfato s6dico monobasico (NaH,PO,) Panreac
Glucosa Panreac
5-hidroxitriptamina Sigma-Aldrich
Indometacina Sigma-Aldrich

NC-nitro-L-arginina

Peptide Institute Inc

Nitroprusiato sddico

RBI

Seroalbumina bovina, Grado V

Sigma-Aldrich

Sol. salina fisiol6gica

Lab. Grifols SA

Solucién glucosaza 5%

Lab. Grifols SA

Tiobarbital

B. Braun Medical SA
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1. INFLUENCIA DE LA DIABETES SOBRE LA RESPUESTA A LA ACH DE
LA ARTERIA RENAL DE CONEJO
1.1. Efecto dela Ach
La adicion al bafio de 6rganos de concentraciones crecientes de Ach
(10°-10° M) produjo relajacion, de magnitud dependiente de la
concentracion, de los segmentos de arteria renal de conejo contraidos

previamente con 5-HT 10™° M (Figura 3).

O CONTROL

20 1 ® DIABETICO

40 -

60 -

RELAJACION (% tono activo)

80 -

100

Ach (-log M)
Figura 3: Curva concentracion-respuesta de acetilcolina en
segmentos de arteria renal procedentes de conejo control y
conejo diabético. Los datos se expresan como porcentaje

del tono activo inducido con 5-hidroxitriptamina 10° M y
representan la media + EEM.

En los segmentos arteriales procedentes del grupo de animales
control, la relajacion maxima inducida por la Ach fue de 1614 + 216 mg (92 +

2% del tono activo inducido por 5-HT 10 M), siendo el valor de la CEs de
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3.0 (2.1-4.1) x 10® M. En los segmentos arteriales procedentes de animales
diabéticos, la Ach produjo una relajacion con un Enax que no fue
significativamente diferente del observado en animales control, mientras que
el valor de la CEsp fue significativamente menor que el obtenido en arterias
procedentes de animales control (Figura 3, Tabla 3), es decir, la diabetes

aumento la potencia relajante de la Ach en la arteria renal de conejo.

1.2. Efecto dela Ach tras la eliminacién del endotelio

La eliminacion mecanica del endotelio de los segmentos arteriales
practicamente elimina la respuesta relajante a la Ach tanto en los segmentos
arteriales procedentes de conejos control como en los segmentos arteriales

procedentes de conejos diabéticos (Figura 4, Tabla 3).
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Figura 4: Curva concentracion-respuesta de acetilcolina en
segmentos de arteria renal procedentes de conejo control y
conejo diabético, con endotelio y sin endotelio. Los datos se
expresan como porcentaje del tono activo inducido con 5-
hidroxitriptamina 10> M y representan la media + EEM.
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1.3. Efecto dela Ach tras laincubacion con L-NA

En arterias procedentes de animales control, la incubacion con el
inhibidor de la sintesis de NO, L-NA (10™ M), no modificé significativamente ni
el Emax ni la CEso de las curvas concentracion-respuesta de la Ach
comparadas con la situacion control (Figura 5, Tabla 3). Sin embargo, la
incubacion de los segmentos arteriales de animales diabéticos con la misma
concentracion de inhibidor inhibié significativamente la potencia de la
respuesta relajante de la Ach (aumenté la CEsp) sin modificar el efecto

maximo (Figura 6, Tabla 3).
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Figura 5: Curva concentracién-respuesta de acetilcolina en
segmentos de arteria renal procedentes de conejo control en
situacién control y tras la incubacién con N°-nitro-L-arginina
(L-NA, 10° M y 10* M). Los datos se expresan como
porcentaje del tono activo inducido con 5-hidroxitriptamina
10 My representan la media + EEM.
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La incubacién con concentraciones mayores de L-NA (10 M) indujo
una inhibicién significativa de la respuesta relajante a la Ach de la arteria
renal de conejo en ambos grupos de animales. El Eqax de las curvas
concentracion-respuesta de la Ach disminuyo respecto a la situacion control
en ambos grupos de animales mientras que la CEso disminuy6 respecto a
dicha situacion en el grupo de conejos control y aumenté en el grupo de

conejos diabéticos (Figuras 5y 6, Tabla 3).
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Figura 6: Curva concentracion-respuesta de acetilcolina en
segmentos de arteria renal procedentes de conejo diabético
en situacion control y tras la incubacién con N°-nitro-L-
arginina (L-NA, 10° My 10* M). Los datos se expresan como
porcentaje del tono activo inducido con 5-hidroxitriptamina
10 My representan la media + EEM.

No hubo diferencias significativas entre las curvas concentracion-
respuesta de la Ach de los segmentos arteriales preincubados con L-NA (10
y 10 M) entre el grupo de animales diabéticos y el grupo de animales control

(Tabla 3).
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La inhibicion de la respuesta relajante a la Ach de los segmentos
arteriales producida por L-NA (10 y 10™ M) resulté significativamente mas
baja que la producida por la destruccion mecanica del endotelio en ambos

grupos de animales (Figura 7, Tabla 3).
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Figura 7: Curva concentracion-respuesta de acetilcolina en
segmentos de arteria renal procedentes de conejo control y
conejo diabético, en situacion control, en arterias legradas y
tras la incubacién con N®-nitro-L-arginina (L-NA, y 10 M). Los
datos se expresan como porcentaje del tono activo inducido
con 5-hidroxitriptamina 10 M y representan la media + EEM.

1.4. Efecto dela Ach tras laincubacion con indometacina

La incubacion de los segmentos arteriales con el inhibidor de la
ciclooxigenasa, indometacina (10° M), inhibi6 de forma significativa la
relajacion maxima provocada por la Ach tanto en las arterias procedentes de
animales control (Figura 8, Tabla 3) como en las procedentes de animales

diabéticos (Figura 9, Tabla 3).
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Figura 8: Curva concentracion-respuesta de acetilcolina en
segmentos de arteria renal procedentes de conejo control en
situacion control y tras la incubacion con indometacina 10°
M. Los datos se expresan como porcentaje del tono activo
inducido con 5-hidroxitriptamina 10° M y representan la
media + EEM.
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Figura 9: Curva concentracion-respuesta de acetilcolina en
segmentos de arteria renal procedentes de conejo diabético
en situacion control y tras la incubacion con indometacina
10° M. Los datos se expresan como porcentaje del tono
activo inducido con 5-hidroxitriptamina 10° M y representan

la media + EEM.
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Al comparar las curvas concentracion respuesta de Ach en presencia de
indometacina no hubo diferencias significativas entre los dos grupos de
animales (Figura 10, Tabla 3).

Tanto en el grupo de animales control como en el grupo de animales
diabéticos, la inhibicién de la respuesta relajante a la Ach producida por la
incubacion de los segmentos arteriales con indometacina fue
significativamente mas baja que la producida por la eliminacion mecanica del

endotelio (Figura 10, Tabla 3).
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Figura 10: Curva concentracion-respuesta de acetilcolina en
segmentos de arteria renal procedentes de conejo control y
conejo diabético en situacién control, tras la incubaciéon con
indometacina 10 M y tras la eliminacién mecéanica del endotelio.
Los datos se expresan como porcentaje del tono activo inducido
con 5-hidroxitriptamina 10° M y representan la media + EEM.
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1.5. Efecto de la Ach tras la incubacién conjunta con L-NA e
indometacina
La incubacién de los segmentos arteriales con L-NA (10* M) e
indometacina (10 M) conjuntamente produjo una inhibicién de la respuesta
relajante a la Ach en ambos grupos de animales. En el grupo de animales
diabéticos esta inhibicién fue significativamente mayor que en el grupo de

animales control (Figura 11, Tabla 3).
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Figura 11: Curva concentracién-respuesta de acetilcolina en
segmentos de arteria renal procedentes de conejo control y
conejo diabético en situacién control y tras la incubacion con
indometacina 10° M maéas N®-nitro-L-arginina (L-NA, y 10 M).
Los datos se expresan como porcentaje del tono activo inducido
con 5-hidroxitriptamina 10 M y representan la media + EEM.
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En el grupo de animales control, la inhibicién de la respuesta relajante

a la Ach que produjo el tratamiento con los dos inhibidores fue

significativamente menor que la producida por la eliminacion mecanica del

endotelio (Figura 12, Tabla 3).
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Figura 12: Curva concentracion-respuesta de acetilcolina en
segmentos de arteria renal procedentes de conejo control en
situacion control, tras la incubacién con indometacina 10° M
mas NC-nitro-L-arginina (L-NA, 10®* M) y tras la eliminacién
mecanica del endotelio. Los datos se expresan como porcentaje
del tono activo inducido con 5-HT 10 M y representan la media
+ EEM.

En el grupo de animales diabéticos, la incubacién de los segmentos

arteriales con ambos inhibidores al mismo tiempo indujo una mayor inhibicién

de la respuesta relajante a la Ach que la producida por ambos tratamientos

por separado (Figura 13, Tabla 3).
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Figura 13: Curva concentracién-respuesta de acetilcolina en
segmentos de arteria renal procedentes de conejos diabéticos
en situacion control, tras la incubacién con NG—nitro—L—arginina
(L-NA, 10 M), con indometacina 10 M e indometacina 10> M
mas L-NA 10* M. Los datos se expresan como porcentaje del
tono activo inducido con 5-hidroxitriptamina 10° M vy
representan la media = EEM.

1.6. Efecto de la Ach tras la incubacién conjunta con L-NA e
indometacina en arterias despolarizadas con KCI

En arterias despolarizadas con KCI 30 mM e incubadas con L-NA (10
M) méas indometacina (10 M) se inhibi6 totalmente la relajacién inducida por
Ach en ambos grupos de animales. No hubo diferencias significativas, en
ninguno de los dos grupos, del efecto de la Ach producido con este
tratamiento comparado con el que produjo en arterias en las que se habia
eliminado el endotelio.

La inhibicibn de la relajacion producida por la Ach fue mayor en

arterias tratados con KCI+L-NA+indometacina que en las tratadas solo con L-
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NA-+indometacina tanto en grupo diabético como en el grupo control (Figura

14, Tabla 2).
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Figura 14: Curva concentracién-respuesta de acetilcolina en segmentos de
arteria renal procedentes de conejo control y conejo diabético en situacion
control, tras la incubacion con indometacina 10° M mas N®-nitro-L-
arginina (L-NA, 10* M) y en arterias precontraidas con KCI 30 mM e
incubadas con indometacina 10° M mas L-NA 10* M. Los datos se
expresan como porcentaje del tono activo inducido con 5-hidroxitriptamina
10° M o KCI 30 mM y representan la media + EEM.
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TABLA 3: Valores de CEsp y efecto maximo de relajacion (Emax) para las
curvas concentracion-respuesta a la acetilcolina en arteria renal de conejo
Conejo control ECso (M) Emax (%0) n
Control 3.0 (2.1-4.1) x 10°® 92+2 24
Legrado 4.5 (3.0-6.8) x 10°® 15+ 42 13
L-NA 10> M 6.8 (4.7-9.8) x 10 78+6° 11
L-NA 10* M 1.5 (1.1-2.1)x 107"* 63+ 6°° 14
Indometacina 10° M 9.1 (6.9-12.0) x 10®* 63+72 | 15
L-NA 10 M + Indometacina 10° M 4.9 (3.5-6.9) x 107 abc 53+ 83P 7
KCI + L-NA 10 M + Indometacina 10 M - g+22cde | 10
Conejo diabético ECso (M) Emax (%0) n
Control 1.0 (0.9-1.2) x 10°®' 95+ 2 20
Legrado 3.3(2.0-5.4) x 1082 16+ 5?2 11
L-NA 10° M 4.3 (3.2-5.6) x 10824 86+5° 14
L-NA 10* M 2.3(1.8-3.0)x107?2P 70+9%° | 11
Indometacina 10° M 1.2 (1.0-1.5) x 1072 73+6%° | 11
L-NA 10“ M + Indometacina 10° M 5.1 (2.2-12.0) x 1072P¢ | 28+ 5acdf | g
KCI + L-NA 10 M + Indometacina 10 M - 728304 111

Los valores de Enax Se expresan como porcentaje del tono activo inducido por 5-
hidroxitriptamina 10° M, exceptuando la situacion experimental “KCl + L-NA +
indometacina” en donde el tono activo se indujo con KCI 30 mM, y representan la
media + EEM. Los valores de CEsy se expresan como media con su intervalo de
confianza al 95%. n: nUmero de segmentos arteriales.

& Significativamente diferente del correspondiente valor control, P<0.05

® Significativamente diferente del correspondiente valor legrado, P<0.05

° Significativamente diferente del correspondiente valor ‘“‘indometacina 10° M”,
P<0.05

¢ Significativamente diferente del correspondiente valor “L-NA 10 M”, P<0.05

® Significativamente diferente del correspondiente valor “L-NA 10* M + indometacina
10° M”, P<0.05

" Significativamente diferente del correspondiente valor del grupo de conejos control,
P<0.05
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1.7. Efecto del nitroprusiato sodico en la arteria renal de conejo

La adicion al bafio de o6rganos de concentraciones crecientes de
nitroprusiato sédico (10°-10“ M) produijo relajacién de magnitud dependiente
de la concentracion de los segmentos de arteria renal de conejo contraidos
previamente con 5-HT 10™ M, en ambos grupos de animales (Figura 15). En
la arteria renal procedente de conejo control el valor de la CEso fue 8.7 (6.8-
11.2) x 10 ® M y el valor del Emay resulté de 99 + 1 % del tono activo (n=9). En
arteria renal de conejo diabético, el valor de la CEs, fue 7.4 (5.1-10.7) x 10% M
y el Emax de 99 + 1 % del tono activo (n=11). No hubo diferencias significativas

en estos valores, CEso Y Emax, €ntre el grupo control y el diabético.
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Figura 15: Curva concentracion-respuesta de nitroprusiato
sodico (SNP) en segmentos de arteria renal procedentes de
conejo control y conejo diabético. Los datos se expresan
como porcentaje del tono activo inducido con 5-
hidroxitriptamina 10™° M y representan la media + EEM.
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2. INFLUENCIA DE LA DIABETES SOBRE LA RESPUESTA DE LA
ARTERIA RENAL DE CONEJO A LA 5-HT

2.1. Efecto dela5-HT

La adicion al bafio de 6rganos de concentraciones crecientes de 5-HT
(108-3x10°M) produjo contraccién de los segmentos de arteria renal de
conejo, de magnitud dependiente de la concentracion. En los segmentos
arteriales procedentes del grupo de animales control la contraccién alcanzé
un Emax del 22 + 3% de la despolarizacion previa producida por KCI 50 mM,
siendo el valor de la CEs; de 3.4 (3.1-3.7) x 107 M. En los segmentos
arteriales procedentes de animales diabéticos, la maxima contraccion
obtenida fue significativamente mayor que la obtenida en arterias procedentes
del grupo control siendo el Enax de la respuesta contractil producida por la 5-
HT del 34 + 4% de la despolarizacion previa producida por KCI 50 mM. El
valor de la CEsq para el grupo de animales diabéticos fue 3.2 (2.9-3.5) x 10
M. No hubo diferencias significativas en el valor de la CEsy entre ambos

grupos de animales (Figura 16, Tabla 4).
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Figura 16: Curva concentracion-respuesta de 5-
hidroxitriptamina en segmentos de arteria renal procedentes
de conejo control y conejo diabético. 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.

2.2. Efecto de la 5-HT tras la eliminacion del endotelio

La 5-HT (10®-3x10° M) produjo igualmente una respuesta contractil,
de magnitud dependiente de la concentracion, en los segmentos arteriales sin
endotelio procedentes de los dos grupos de animales, control y diabético
(Figura 17).

En las arterias procedentes de conejos control, la eliminacion del
endotelio no modificé significativamente el Enax ni la CEsop de la curva
concentracion-respuesta de 5-HT (Figura 17, Tabla 4).

En los segmentos arteriales procedentes de conejos diabéticos la
eliminacion del endotelio produjo un aumento significativo del Eqnax Y una

disminucién significativa de la CEsg de la curva concentracion-respuesta de 5-
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HT, siendo también el Enax Significativamente mayor al obtenido en arterias

sin endotelio del grupo control (Figura 17, Tabla 4).
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Figura 17: Curva concentracion-respuesta de 5-
hidroxitriptamina en segmentos de arteria renal procedentes
de conejo control y conejo diabético, en situacion control y
en segmentos sin endotelio. Los datos se expresan como
porcentaje de la tensibn maxima alcanzada al despolarizar
previamente los segmentos arteriales con KClI 50 mM vy
representan la media = EEM.

2.3. Efecto dela 5-HT tras laincubacion con L-NA

La incubacién con el inhibidor de la sintesis de NO, L-NA (10* M),
aumento significativamente el Enax de la curva concentracion-respuesta de 5-
HT tanto en las arterias procedentes de conejos control como en las arterias
procedentes de conejos diabéticos. No hubo diferencias significativas en los
valores de CEsyo, (Figura 18, Tabla 4).

Al comparar las curvas de 5-HT obtenidas en segmentos arteriales

procedentes de conejo control y conejo diabético preincubadas con L-NA 10™
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M se encontraron diferencias significativas, siendo menor el Enax obtenido en

las arterias procedentes de animal diabético.
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Figura 18: Curva concentracion-respuesta de 5-
hidroxitriptamina en segmentos de arteria renal procedentes
de conejo control y conejo diabético, en situacién control y
tras la incubacion con N®-nitro-L-arginina (L-NA, 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.

En arterias procedentes de animales control, el valor del Enax de las
curvas concentracion respuesta para la 5-HT tras la incubacion con L-NA fue
significativamente mayor que el obtenido en arterias sin endotelio (Figura 19,
Tabla 4). Sin embargo, en arterias procedentes de animales diabéticos no se
encontraron diferencias significativas en la respuesta contractil a la 5-HT
entre las dos situaciones experimentales, incubacion con L-NA y eliminacion

mecanica del endotelio (Figura 19, Tabla 4).
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Figura 19: Curva concentracion-respuesta de 5-
hidroxitriptamina en segmentos de arteria renal procedentes
de conejo control y conejo diabético, tras la eliminacion
mecénica del endotelio y tras la incubacién con N°-nitro-L-
arginina (L-NA, 10* M). Los datos se expresan como
porcentaje de la tensién maxima alcanzada al despolarizar
previamente los segmentos arteriales con KCl 50 mM vy
representan la media £ EEM.

2.4. Efecto de la 5-HT tras la incubacion con L-NA de los segmentos
arteriales sin endotelio

En el grupo de animales control, la incubacién de los segmentos
desprovistos de endotelio con el inhibidor de la sintesis de NO, L-NA (10 M)
provocé un aumento de la respuesta contractil a la 5-HT. La CEsp resultd
significativamente mas baja que en la situacion control y el Enax fue
significativamente mayor que el obtenido en la situacion control y tras la
eliminacion del endotelio, pero fue significativamente menor que tras la

incubacion con L-NA unicamente (Figura 20, Tabla 4).
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Figura 20: Curva concentracion-respuesta de  5-
hidroxitriptamina en segmentos de arteria renal procedentes de
conejo control en las siguientes situaciones experimentales:
control, eliminacién mecénica del endotelio, incubacién con N°®-
nitro-L-arginina (L-NA, 10 M) y eliminacién del endotelio mas
incubacién con L-NA. 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.

arterias sin endotelio o tras la incubacién con L-NA (Figura 21, Tabla 4).

En arterias procedentes de conejos diabéticos, la incubacion de los
segmentos legrados con L-NA (10 M) indujo un aumento significativo de la
respuesta contractil a la 5-HT respecto a la situacién control, pero no se

encontraron diferencias significativas respecto a la respuesta a la 5-HT de

La respuesta contractil a la 5-HT de los segmentos sin endotelio e

incubados con L-NA no fue diferente entre ambos grupos de animales (Tabla
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Figura 21. Curva concentracion-respuesta de 5-
hidroxitriptamina en segmentos de arteria renal procedentes
de conejo diabético en las siguientes situaciones
experimentales: control, eliminacion mecanica del endotelio,
incubacion con N®-nitro-L-arginina (L-NA, 10* M) vy
eliminacion del endotelio mas incubacion con L-NA. 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.

2.5. Efecto dela 5-HT tras laincubacion con indometacina

Al analizar la respuesta a la 5-HT de los segmentos arteriales
procedentes de conejos control tratados con el inhibidor de la enzima
ciclooxigenasa, indometacina (10° M), se observé una disminucién
significativa del Emax Sin producirse cambios en el valor de la CEsy respecto
del valor control. La contraccion maxima de la arteria renal a la 5-HT en
presencia de indometacina fue significativamente menor a la obtenida en
segmentos desprovistos de endotelio y en los incubados con L-NA (Figura 22,

Tabla 4).
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Figura 22: Curva concentracion-respuesta de  5-
hidroxitriptamina en segmentos de arteria renal procedentes de
conejo control, en situacion control, en segmentos sin
endotelio, tras la incubacién con N°-nitro-L-arginina (L-NA, 10™
M) y en segmentos preincubados con indometacina 10°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.

En arterias procedentes de conejos diabéticos, la incubacion con
indometacina (10> M) aumentd significativamente la maxima contraccion
inducida por 5-HT (Figura 23, Tabla 4).

Comparando las curvas obtenidas en segmentos arteriales de conejo
control y conejo diabético incubados con indometacina observamos que el
Emax fue significativamente mayor en el caso de las arterias procedentes de
animal diabético y la CEsp significativamente menor (mayor potencia de la

contraccion) (Figura 24, Tabla 4).

67



Resultados

CONEJO DIABETICO
75 -

® CONTROL
B SIN ENDOTELIO
A L-NA10*M
5 ¢ INDOMETACINA 10° M
x 50 N
S
z
‘O
2
& 25
|_
0 T T T T 1
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55
5-HT (-loa M)

Figura 23: Curva concentracion-respuesta de 5-
hidroxitriptamina en segmentos de arteria renal procedentes
de conejo diabético, en situacién control, en segmentos sin
endotelio, tras la incubacién con NG—nitro—L—arginina (L-NA,
10™ M) y en segmentos preincubados con indometacina 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.
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Figura 24: Curva concentracion-respuesta de 5-
hidroxitriptamina en segmentos de arteria renal procedentes
de conejo control y conejo diabético, en situacion control y
tras la incubacién con indometacina 10°M. Los datos se
expresan como porcentaje de la tensibn méaxima alcanzada
al despolarizar previamente los segmentos arteriales con
KCI 50 mM y representan la media + EEM.
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2.6. Efecto de la 5-HT tras la incubacién conjunta con L-NA e
indometacina

Las curvas obtenidas para la 5-HT de los segmentos arteriales de
animales control, en presencia de L-NA e indometacina simultaneamente,
tuvieron un Enax Significativamente mayor que el obtenido en situacion control,
en arterias sin endotelio y en arterias tratadas con indometacina
exclusivamente; sin embargo, el Enax resultdé estadisticamente menor que el
obtenido con arterias incubadas con L-NA. No hubo cambios significativos en
el valor de la CEsp en ninguna de las situaciones experimentales citadas

anteriormente (Figura 25, Tabla 4).
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Figura 25: Curva concentracion-respuesta de 5-
hidroxitriptamina en segmentos de arteria renal procedentes de
conejo control, en situaciobn control, en segmentos sin
endotelio, tras la incubacion con N®-nitro-L-arginina (L-NA, 10™
M), en segmentos preincubados con indometacina 10°M y en
segmentos preincubados con L-NA (10 M) e indometacina 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.
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En los segmentos arteriales procedentes de animales diabéticos no se
encontraron diferencias significativas ni en el Emax Ni en la CEsp de la curva
concentracion respuesta para la 5-HT en presencia de L-NA e indometacina
simultdneamente comparado con las otras situaciones experimentales (Figura
26, Tabla 4).

En presencia de los dos inhibidores juntos, no hubo diferencias
significativas ni en el Emax Ni en la CEso de la curva concentracion respuesta
de 5-HT entre arterias procedentes de animal diabético y animal control

(Figura 27, Tabla 4).
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Figura 26: Curva concentracion-respuesta de 5-
hidroxitriptamina en segmentos de arteria renal procedentes
de conejo diabético, en situacién control, en segmentos sin
endotelio, tras la incubacién con NG—nitro—L—arginina (L-NA,
10 M), en segmentos preincubados con indometacina 10
°M y en segmentos preincubados con L-NA (10* M) e
indometacina 10°M. Los datos se expresan como porcentaje
de la tensibn maxima alcanzada al despolarizar previamente
los segmentos arteriales con KClI 50 mM y representan la
media + EEM.
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Figura 27: Curva concentracion-respuesta de 5-
hidroxitriptamina en segmentos de arteria renal procedentes
de conejo control y conejo diabético, en situacién control y
en segmentos preincubados con N°-nitro-L-arginina (L-NA,
10* M) e indometacina 10°M. Los datos se expresan como
porcentaje de la tension maxima alcanzada al despolarizar
previamente los segmentos arteriales con KClI 50 mM vy
representan la media + EEM.
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TABLA 4: Valores de CEsy y efecto maximo (Emax) para las curvas

concentracion-respuesta a la 5-HT en arteria renal de conejo

Conejo control ECso (M) Emax (%) n
Control 3.4 (3.1-3.7) x 10~ 22+3 23
Legrado 2.7 (2.3-3.1) x 10”7 22+ 4 21
L-NA 10 M 2.6 (2.2-2.9) x 10~ 69 +7 2P 12

Legrado + L-NA 10* M

1.7 (1.4-2.2) x 1072

39 + 11 @P° 6

Indometacina 10° M

4.1 (3.6-4.6) x 10”7

9+ 2 abc 15

L-NA 10* M + Indometacina 10° M

2.6 (2.2-2.9) x 10”7

50 +52P¢d | 10

Conejo diabético ECso (M) Emax (%) n
Control 3.2 (2.9-3.5) x 10~ 34 + 4° 20
Legrado 1.9 (1.7-2.2) x 10" 2 56 + 6 ¢ 19
L-NA 10 M 2.8 (2.5-3.1) x 10 48 + 42 15

Legrado + L-NA 10* M

2.7 (2.5-2.9) x 10’

52+9° 12

Indometacina 10° M

2.6(2.1-3.2) x107"®

52 +42° 7

L-NA 10* M + Indometacina 10° M

1.9 (1.5-2.6) x 10”7

507 9

Los valores de Enax Se expresan como porcentaje de la contraccion maxima

producida tras la despolarizacién previa de los segmentos arteriales con KCI 50 mM

y representan la media + EEM.

Los valores de CEsp se expresan como media con su intervalo de confianza al 95%.

n: nimero de segmentos arteriales.

2 Significativamente diferente del correspondiente valor control, P<0.05

® Significativamente diferente del correspondiente valor legrado, P<0.05

° Significativamente diferente del correspondiente valor “L-NA 10 M”, P<0.05

¢ Significativamente diferente del correspondiente valor ‘“‘indometacina 10° M”,

P<0.05

¢ Significativamente diferente del correspondiente valor en conejos control, P<0.05
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3. INFLUENCIA DE LA DIABETES SOBRE LA RESPUESTA DE LA
ARTERIA RENAL DE CONEJO A LA ET-1
3.1. EfectodelaET-1

La adicion al bafio de 6rganos de concentraciones crecientes de ET-1
(10*-3x10® M) produjo contraccion, de magnitud dependiente de la
concentracion, de los segmentos de arteria renal de conejo, en ambos grupos
de animales (Figura 28).

En los segmentos arteriales procedentes del grupo de animales
control, la contraccion maxima alcanzada fue de 8151 + 521 mg (99 + 5% de
la despolarizacion previa producida por KClI 50 mM), siendo el valor de la
CEsp de 1.1 (0.9-1.3) x 10° M. En los segmentos arteriales procedentes de
conejos diabéticos, la ET-1 produjo una respuesta contractil con un Enax de

8085 + 478 (93 + 5%) y una CEsg de 1.9 (1.6-2.2) x 10™° M.

125 -
O CONTROL

@® DIABETICO
100 -

75 A

50 A

TENSION (% KCI)

25 1

11 10.5 10 9.5 9 8.5 8 7.5
ET-1 (-log M)

Figura 28: Curva concentracion-respuesta de endotelina-1
en segmentos de arteria renal procedentes de conejo control
y conejo diabético. Los datos se expresan como porcentaje
de la tension maxima alcanzada al despolarizar previamente
los segmentos arteriales con KClI 50 mM y representan la

media + EEM.
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No hubo diferencias significativas en el valor del Enax entre el grupo
control y el diabético, sin embargo, la CEs resultod significativamente mayor
en los segmentos arteriales procedentes del grupo diabético, es decir, se
observé una menor potencia en la respuesta contractil inducida por la ET-1

(Figura 28, Tabla 5).

3.2. Efecto dela ET-1 tras la eliminacion del endotelio

La ET-1 (10%-3x10® M) produjo igualmente una respuesta contractil,
de magnitud dependiente de la concentracion, en los segmentos arteriales sin
endotelio procedentes de los dos grupos experimentales de animales (Figura
29).

En las arterias procedentes de conejos control, la eliminacion del
endotelio produjo un aumento significativo del Emax asi como una disminucién
significativa de la CEso (Figura 29, Tabla 5).

En los segmentos arteriales procedentes de conejos diabéticos la
eliminacion del endotelio s6lo modifico la CEsp, provocando un aumento de la
potencia de la respuesta contractil de la arteria renal a la ET-1, sin producir
modificaciones en el Emax.

Al comparar las curvas concentracion-respuesta de ET-1 obtenidas en
segmentos sin endotelio de conejos control y conejos diabéticos se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el Enax y €n la CEsp:
la diabetes produjo una disminucién de la contraccion maxima alcanzada asi
como una menor potencia en la respuesta contractil de la arteria renal a la

ET-1 (Figura 29, Tabla 5).
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Figura 29: Curva concentracion-respuesta de endotelina-1
en segmentos de arteria renal procedentes de conejo control
y conejo diabético, en situacion control y en segmentos sin
endotelio. Los datos se expresan como porcentaje de la
tensibn maxima alcanzada al despolarizar previamente los
segmentos arteriales con KCl 50 mM y representan la media
+ EEM.

3.3. Efecto dela ET-1tras laincubacion con L-NA

La incubacién con el inhibidor de la sintesis de NO, L-NA (10 M),
produjo un desplazamiento hacia la izquierda de la curva concentracion-
respuesta de ET-1 de la arteria renal, tanto en conejos control como en
diabéticos (Figura 30, Tabla 5). No hubo diferencias significativas en el valor
del Emax @l comparar esta situacion experimental con la situacion control en
ninguno de los dos grupos de animales.

En el grupo de animales diabéticos, la CEsy obtenida para la curva
concentracion-respuesta de ET-1 tras incubacion con L-NA, fue mayor que la
obtenida en los segmentos procedentes de animales control, es decir, la
potencia de la contraccion de la arteria renal de conejos diabéticos fue

significativamente menor (Figura 30, Tabla 5).
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Figura 30: Curva concentracion-respuesta de endotelina-1

en segmentos de arteria renal procedentes de conejo control

y conejo diabético, en situacion control y tras la incubacion

con NC-nitro-L-arginina (L-NA 10* M). Los datos se

expresan como porcentaje de la tensibn méxima alcanzada

al despolarizar previamente los segmentos arteriales con

KCI 50 mM y representan la media £ EEM.
3.4. Efecto dela ET-1 tras laincubacién con indometacina

En arterias procedentes de conejos control, la incubacion con

indometacina 10° M produjo un aumento significativo de la CEso de la curva
concentracion-respuesta a la ET-1 (menor potencia), sin modificar
significativamente el valor del Enax (Figura 31, Tabla 5).

En arterias procedentes de conejos diabéticos, la incubacién con
indometacina (10 M) produjo un aumento del Enax Y una disminucién de la
CEso con respecto a la situacion control (Figura 31, Tabla 5).

Comparando 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 indometacina, observamos una
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disminucién significativa de la CEso en arterias procedentes de animales

diabéticos asi como un Enax significativamente mayor (Figura 31, Tabla 5).
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Figura 31: Curva concentracion-respuesta de endotelina-1
en segmentos de arteria renal procedentes de conejo control
y conejo diabético, en situacion control y tras la incubacion
con indometacina 10° M. Los datos se expresan como
porcentaje de la tension maxima alcanzada al despolarizar
previamente los segmentos arteriales con KClI 50 mM vy
representan la media + EEM.

3.5. Efecto de la ET-1 tras la incubacion con indometacina de los
segmentos arteriales sin endotelio
En el grupo de animales control, la incubacion de los segmentos
desprovistos de endotelio con el inhibidor de la ciclooxigenasa, indometacina
(10 M) provocé un aumento de la respuesta contractil de la arteria renal a la
ET-1 que se vio reflejado por un aumento significativo del Enax (Tabla 5). La
potencia contractii de la ET-1 en segmentos arteriales sin endotelio e

incubados con el inhibidor, fue significativamente menor que la obtenida en
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las curvas realizadas en arterias sin endotelio pero en ausencia del inhibidor,
sin cambios en el Emax (Figura 32, Tabla 5).

La incubacién con indometacina (10° M) de los segmentos arteriales
sin endotelio de conejos diabéticos produjo una disminucion en la potencia de
la respuesta contractil inducida por la ET-1 sin observarse cambios en el Enax
(Tabla 5). Comparando con las curvas concentracion-respuesta obtenidas
con segmentos sin endotelio pero sin indometacina la potencia contractil de la
ET-1 fue significativamente menor (Figura 32, Tabla 5).

Al comparar las curvas concentracion-respuesta de ET-1 en
segmentos arteriales sin endotelio y preincubados con indometacina de
conejos control y conejos diabéticos encontramos diferencias significativas
tanto en el Enax como en la CEsg, evidenciandose una menor respuesta

contractil en la diabetes (Figura 32, Tabla 5).
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Figura 32: Curva concentracion-respuesta de endotelina-1
en segmentos de arteria renal sin endotelio procedentes de
conejo control y conejo diabético, en situacién control y tras
la incubacién con indometacina 10° M. Los datos se
expresan como porcentaje de la tensibn méxima alcanzada
al despolarizar previamente los segmentos arteriales con
KCI 50 mM y representan la media + EEM. 78
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TABLA 5: Valores de CEsp y efecto maximo (Emax) para las curvas

concentracion respuesta de la ET-1 en arteria renal de conejo

Conejo control ECso (M) Emax (%) n
Control 1.1 (0.9-1.3) x 10™® 99+ 5 22
Legrado 0.5 (0.4-0.6) x 10°° 121+6° 16
L-NA 10 M 0.3 (0.2-0.4) x 10°° 108 + 6 13
Indometacina 10° M 2.3(1.8-3.1) x 1072 95+ 4 20
Legrado + Indometacina 10° M 1.2 (1.0-1.5) x 10°° 130+6° 17

Conejo diabético ECso (M) Emax (%) n
Control 1.9 (1.6-2.2) x 10°¢ 93+5 23
Legrado 0.9 (0.7-1.1) x 10792¢ 103+4° 14
L-NA 10 M 1.0 (0.9-1.1) x 10°2¢ 112 + 4 13
Indometacina 10° M 0.9 (0.6-1.2) x 10792¢ 135+ 9°2°¢ 13
Legrado + Indometacina 10°M | 3.6 (3.2-4.1) x 10°2P¢ 107 +10° 9

Los valores de En.x Se expresan como porcentaje de la contraccibn maxima

producida tras la despolarizacion previa de los segmentos arteriales con KCI 50 mM

y representan la media + EEM.

Los valores de CEsp se expresan como media con su intervalo de confianza al 95%.

n: nimero de segmentos arteriales.

& Significativamente diferente del correspondiente valor control, P<0.05

® Significativamente diferente del correspondiente valor legrado, P<0.05

¢ Significativamente diferente del correspondiente valor del grupo de conejos control,

P<0.05
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1. MODELO EXPERIMENTAL

En el presente trabajo se ha utilizado un modelo de diabetes quimica
inducida experimentalmente en el conejo mediante la inyeccidn intravenosa
de aloxano. Esta sustancia provoca en el animal un cuadro clinico similar a la
diabetes, con hiperglucemia, hipercolesterolemia, glucosuria y altos niveles
de hemoglobina glucosilada en eritrocitos (Agrawal et al., 1987; Chan et al.,
2000).

El aloxano es capaz de inducir la diabetes porque dafa las células B-
pancredticas mediante un mecanismo oxidativo, provocando una disfuncion
mitocondrial en estas células, y como consecuencia de la cual se produce un
aumento de los niveles de Ca?* libre intracelular (Boquist, 1984, 1989) que
conducen a la muerte celular (Farber, 1981; Smuckler y James, 1984; Trump
y Berezesk, 1985). Ademas, también se ha demostrado que el aloxano
interacciona con el ADN produciendo un importante dafio en las células -
pancreaticas (Sakurai y Ogiso, 1995).

Durante las primeras 24 horas que siguen a la administracion del
toxico el animal tiene tendencia a la hipoglucemia, como consecuencia de la
liberacion masiva de insulina desde las células beta, pudiendo aparecer
alteraciones graves, e incluso la muerte del animal. Este hecho nos obligd a
controlar estrechamente las cifras de glucemia del animal durante este
periodo, afiadiendo glucosa (10%) en el agua de bebida y administrando
eventualmente soluciones de glucosa (5-10%) por via parenteral. Una vez
superado este periodo, la glucemia adquiere valores elevados, los cuales se

mantienen durante las seis semanas que el animal permanece estabulado
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hasta el momento de ser sacrificado. Durante esta fase, ademas de la
hiperglucemia, el animal experimenta polidipsia, poliuria, polifagia y un
incremento ponderal menor que los animales del grupo control, lo cual pone

en evidencia el éxito de la induccién de la diabetes.

2. INFLUENCIA DE LA DIABETES SOBRE LA RESPUESTA DE LA
ARTERIA RENAL A LA ACH Y LOS MECANISMOS IMPLICADOS EN
DICHA RESPUESTA

Nuestros resultados muestran que la diabetes experimental potencia la
relajacion endotelio-dependiente inducida por la Ach en la arteria renal de
conejo.

Es un hecho generalmente aceptado en la literatura que la relajacion
dependiente de endotelio esta dafiada en diferentes lechos vasculares de
diversas especies animales (Sobrevia y Mann, 1997; Chan et al., 2000). Asi,
se ha descrito una disminucién de la respuesta relajante a la Ach tras la
diabetes, por ejemplo, en aorta (Félétou et al., 1994), arteria cerebral media
(Pellegrino et al., 1994) y mesentérica de rata (Fukao et al., 1997) y en arteria
carotida de conejo (Miranda et al., 2000a). Sin embargo, otros estudios
describen un aumento de la relajacion producida por la Ach (Altan et al.,1989;
Karasu y Altan, 1993; Omer et al., 1999) o respuestas inalteradas frente a
este farmaco tras la diabetes (Wakabayashi et al., 1987; Mulhern y Docherty,
1989). Esta heterogeneidad de resultados se observa también en el caso de
la relajacion mediada por endotelio en respuesta a la histamina en animales

diabéticos, donde se han descrito tanto aumentos de la relajacion (White y
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Carrier, 1986; Karasu y Altan, 1993), como disminuciones (Oyama et al.,
1986; Orie et al., 1993) y no modificaciones (Fortes et al., 1983).

La gran variedad en los resultados podria ser debida a la existencia de
diferencias regionales y entre especies en la influencia de la diabetes sobre
las respuestas vasculares a la Ach. Por otra parte, también parece razonable
pensar que parte de la disparidad en los resultados obtenidos por los distintos
autores podria atribuirse a diferencias metodolégicas. Es importante destacar
gue no en todos los modelos experimentales la duracion de la diabetes es la
misma y que las alteraciones vasculares producidas por la diabetes parecen
estar relacionadas con el tiempo transcurrido desde el inicio de la enfermedad
(Pieper, 1999).

Aunque, como se ha descrito anteriormente, la mayor parte de los
trabajos demuestran una disminucibn de las respuestas relajantes
dependientes de endotelio en la diabetes, en el lecho vascular renal varios
trabajos realizados en diferentes especies animales coinciden con nuestros
resultados. Asi, se ha observado que la diabetes produce un aumento de la
respuesta relajante a la Ach en arteria renal de perros diabéticos
(Gebremedhin et al., 1989) y en rifiones perfundidos de ratas diabéticas
(Bhardwaj y Moore, 1988). Por tanto, se podria plantear la hipétesis de que el
lecho vascular renal responde de manera diferente a la mayor parte de los
lechos vasculares en la diabetes, con un aumento de la relajaciéon endotelio-
dependiente a la Ach. Este aumento de la relajaciéon puede contribuir a la
hiperperfusion e hiperfiltracion renal observadas en la diabetes (Tolins et al.,

1993; Sugimoto et al., 1998).
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Desde que Furchgott y Zawadzki, en 1980, demostraron que la
relajacion inducida por la Ach es dependiente del endotelio, muchos trabajos
han corroborado este hecho. Como cabia esperar, nuestros resultados
también lo confirman. La eliminacion mecéanica del endotelio casi abolio la
relajacion inducida por Ach tanto en las arterias procedentes de conejos
control como en las de conejos diabéticos, indicando la dependencia
endotelial de la respuesta arterial.

Se ha demostrado que la vasodilatacion inducida por la Ach se
produce predominantemente a través de la estimulacion de la NOS vy la
consiguiente formacion de NO, el cual provoca la relajacion del muasculo liso
vascular mediante la activacion de la guanilato ciclasa soluble y el aumento
en los niveles intracelulares de GMPc (Moncada el al., 1991). En el presente
trabajo, la relajacion inducida por Ach fue parcialmente inhibida cuando los
segmentos arteriales se incubaron con L-NA, inhibidor de la NOS; esto
sucedi6é tanto en situaciéon control como en situacion de diabetes, lo que
demuestra que la relajacion producida por la Ach es debida, al menos
parcialmente, a la liberacion de NO. Sin embargo, el hecho de que
concentraciones elevadas de L-NA inhibieron la respuesta relajante a la Ach
menos que la destruccion mecanica del endotelio, nos sugiere la participacion
de otros factores endoteliales que median esta respuesta vasodilatadora.

En algunos lechos vasculares, un componente de la relajacion
producida por la Ach es la PGI,, prostaglandina con accién vasodilatadora
derivada del acido araquidénico por la via de la ciclooxigenasa (Schilling et

al., 1991). Para corroborar este hecho, en nuestro trabajo incubamos los
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segmentos arteriales con indometacina, un inhibidor de la ciclooxigenasa
(Moncada y Vane, 1979). Se produjo una inhibicion parcial de la relajacion
producida por la Ach en ambos grupos de animales, pero al igual que con la
L-NA, la inhibicion de la respuesta relajante a la Ach producida por la
indometacina fue menor que la producida por el legrado arterial. Estos
resultados demuestran la participacion de derivados del acido araquiddnico,
en la respuesta relajante de la arteria renal de conejo a la Ach.

Cuando estudiamos el efecto aditivo de L-NA e indometacina
observamos una inhibiciéon parcial de la respuesta relajante a la Ach, que
también resultd menor que la producida por la destruccibn mecanica del
endotelio en el caso de animales control. Estos resultados nos sugieren la
existencia de un tercer factor endotelial que participa en la relajacion
producida por la Ach en este lecho vascular.

No todas las relajaciones dependientes del endotelio pueden ser
atribuidas al NO o a la PGI; (Félétou y Vanhoutte, 1996). Uno de los posibles
mediadores que junto a los anteriores podria participar en las respuestas
relajantes dependientes del endotelio es el EDHF (Vanhoutte, 1989). Aunque
la naturaleza exacta del EDHF no ha sido todavia bien establecida, se ha
observado que, en ciertas situaciones, el endotelio libera un EDHF que
provoca la relajacion de las células del musculo liso vascular mediante la
apertura de canales de potasio y la consiguiente hiperpolarizacion de la
membrana celular (Van de Voorde et al., 1992). Algunos autores sugieren que
la Ach puede provocar la sintesis de un factor hiperpolarizante en algunos

lechos vasculares (Garland y McPherson, 1992), ya que se ha demostrado
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que es capaz de inducir hiperpolarizacion, dependiente del endotelio, del
musculo liso vascular (Félétou y Vanhoutte, 1988).

Como se ha comentado anteriormente, la incubacion de los segmentos
arteriales con L-NA, indometacina e indometacina mas L-NA, produjo una
inhibicion parcial de la relajacion inducida por Ach. Sin embargo, la relajacion
fue casi abolida cuando las arterias renales fueron despolarizadas con KCI 30
mM e incubadas con L-NA mas indometacina en ambos grupos de animales.
Estos resultados sugieren que en la arteria renal de conejo, tanto en controles
como en diabéticos, la relajacion inducida por Ach esta mediada por, al
menos, tres factores endoteliales: el NO, algun prostanoide derivado de la
ciclooxigenasa, probablemente PGl,, y el EDHF. Estos hallazgos estan en la
misma linea que otros trabajos llevados a cabo en el lecho vascular renal de
diferentes especies (Hayashi et al., 1994; Kagota et al., 2000).

Por otra parte, nuestros resultados muestran que la inhibicién de la
respuesta a la Ach inducida por L-NA fue mayor en la arteria renal de conejo
diabético que en conejo control, lo que sugiere que en la arteria renal la
participacion de NO en la relajacion inducida por Ach es mayor en la diabetes
que en situacion control. Esto podria explicar el aumento de la potencia
relajante de la Ach en la diabetes. Resultados similares han sido descritos en

arteria renal de ratas diabéticas (Dai et al., 1993).
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En la literatura se ha descrito aumento de la actividad enddégena del
NO en rifiones de ratas diabéticas (Tolins et al., 1993) que podria deberse
tanto a un aumento de la sintesis de NO (Sugimoto et al., 1998; Choi et al.,
1999) como a una mayor sensibilidad del musculo liso vascular al NO
(Yamada et al., 1995). En nuestro estudio, la segunda hipotesis puede ser
descartada ya que la relajacion inducida por nitroprusiato sédico, un dador de
NO, fue similar en arteria renal de conejo diabético y de conejo control, lo que
indica que la sensibilidad del musculo liso al NO no esta alterada en la arteria
renal de conejo diabético. Estos resultados confirman los obtenidos por otros
autores en arteria renal (Garcia et al., 1999) y en otros lechos vasculares
(Avogaro et al., 1997; Utkan et al., 1998; Sheykhzade et al., 2000). Sin
embargo, también se ha publicado que existen respuestas vasculares
atenuadas a nitrovasodilatadores en pacientes diabéticos (Watts et al., 1996).

El aumento de la produccion de NO en la diabetes ha sido descrito en
diferentes trabajos. En células endoteliales de aorta humana, la exposicion
prolongada a concentraciones elevadas de glucosa aumenté la expresion del
gen eNOS vy la liberacién de NO, indicando que tanto la produccion basal de
NO como la estimulada estan aumentadas en células tratadas con altas
concentraciones de glucosa (Cosentino y Liucher, 1998). En ratas diabéticas
se ha observado un aumento de la sintesis de NO, producido por la enzima
eNOS, en arteriola aferente y en el glomérulo (Sugimoto et al., 1998).
También ha sido descrito en la diabetes, un aumento de la expresion de las
isoformas endotelial y neuronal de la NOS en la médula externa (Shin et al.,

2000), y aumento de la expresion de las tres isoformas de la NOS, inducible,
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neuronal y endotelial, en el cortex renal (Choi et al., 1999). Otro trabajo
también muestra un aumento de la eNOS en el endotelio de arterias
preglomerulares y en el glomérulo de ratas diabéticas, pero no evidencia
induccion de la iINOS (Veelken et al.,, 2000). Por otra parte, otros trabajos
muestran que en la diabetes se produce un aumento de los niveles de
metabolitos estables del NO, tanto en plasma como en orina, lo que lleva a
sugerir que en la diabetes se produce un aumento de la produccién de NO
(Choi et al., 1999; Shin et al., 2000). Todo esto sugiere que el aumento de la
actividad del NO podria ser responsable de la excesiva vasodilatacion renal
observada en la diabetes, o que conduciria al aumento de la permeablidad y
filtracion glomerular y en dltima instancia a la nefropatia diabética (Sugimoto
et al., 1998; Choi et al., 1999; Veelken et al., 2000).

Nuestros resultados muestran que en presencia de indometacina, la
mayor potencia relajante de la Ach observada en la diabetes desaparece, lo
gue sugiere que en la diabetes se produce un aumento en la participacion de
la PGI; en la respuesta relajante inducida por la Ach. Esta mayor participacion
de la PGI, podria contribuir al aumento de la potencia relajante de la Ach
observada en la diabetes. Esto es consistente con el aumento de la
mediacion por prostaglandinas endogenas del incremento del flujo sanguineo
gastrico y mesentérico observado en ratas diabéticas (Goldin et al., 1996) y
con el aumento de la liberaciéon de un prostanoide vasodilatador en arterias
coronarias durante la diabetes (Koltai et al., 1997). También se ha publicado
que la produccion renal de prostaciclina esta aumentada en ratas diabéticas

(Okumura et al., 1999).
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Por otro lado, los experimentos realizados usando los dos inhibidores
conjuntamente, L-NA e indometacina, mostraron que la inhibicion de la
relajacion inducida por Ach resulté mayor en arteria renal de conejo diabético
gue en arteria renal de conejo control. Esto sugiere una mayor participacion
de NO y PGIl; en la diabetes, y podria contribuir a la mayor potencia relajante
de la Ach observada en la arteria renal de conejos diabéticos. Nuestros
resultados también indican que la participacion del EDHF en la relajacion de
la arteria renal a Ach es menor en conejo diabético que en conejo control.
Esto concuerda con otros estudios que demuestran alteraciones en la
vasodilatacion mediada por EDHF en ratas diabéticas (Fukao et al., 1997;
Makino et al., 2000). Esta disminucion podria constituir un mecanismo
compensatorio para minimizar los efectos del aumento de la produccion de
NO y PGl..

En resumen, nuestros resultados referentes a la Ach muestran que la
diabetes potencia la respuesta relajante, mediada por endotelio, de la arteria
renal de conejo a la Ach. En los animales control la respuesta relajante a la
Ach esta mediada por NO, por un prostanoide derivado de la ciclooxigenasa,
probablemente prostaciclina, y por el EDHF. La diabetes modifica la
participacion de los factores que modulan dicha respuesta, aumentando la
actividad moduladora de NO y PGil,, lo cual podria explicar la mayor potencia

relajante de la Ach en la diabetes.

89



Discusién

3. INFLUENCIA DE LA DIABETES SOBRE LA RESPUESTA DE LA
ARTERIA RENAL A LA 5-HT Y LOS MECANISMOS IMPLICADOS EN
DICHA RESPUESTA

La 5-HT produjo contraccion de la arteria renal de conejo, tanto en el
grupo de animales control como en el de diabéticos, siendo esta contraccion
significativamente mayor en las arterias procedentes del grupo diabético.
Estos resultados se encuentran en la misma linea que los obtenidos por otros
autores en diferentes lechos vasculares. Asi, la diabetes produce un aumento
de la actividad vasopresora de la 5-HT en la circulacion pulmonar de conejo
(Abebe et al., 1990; Chang y Stevens, 1992; Félétou et al., 1994; El Kashef,
1996) y un incremento de la sensibilidad de la arteria basilar de rata a la 5-HT
(Van Buren et al., 1998). Ademas, en arteria carotida de conejo, usando el
mismo modelo experimental, la diabetes potencia la accion contractil de la 5-
HT (Miranda et al.,, 2000b). En contraste, otros estudios describen
disminuciones de la respuesta contractil a la 5-HT en arteria aorta de ratas
diabéticas (James et al., 1994; James y Hodgson, 1997).

En el presente trabajo también hemos estudiado el posible papel
modulador del endotelio en la respuesta contractil de la arteria renal a la 5-
HT. En arterias de conejos control, la eliminacion mecanica del endotelio no
modificé significativamente la curva concentracion-respuesta a la 5-HT. Este
resultado esta en concordancia con estudios que muestran que la respuesta
contractil a la 5-HT en arteria ciliar anterior bovina (Buckley et al., 1998) y
arteria deferencial humana (Medina et al., 1996) no se vio afectada por la

eliminacion del endotelio. Sin embargo, se ha observado que el endotelio
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contrarresta parcialmente la respuesta contractii a la 5-HT en la arteria
cerebral media de cabra (Miranda el al., 1993), vena safena de conejo
(Valentin et al., 1996), arteria uterina humana (Karlsson et al., 1998) y arteria
cardtida de conejo (Miranda et al., 2000b). El resultado de este trabajo podria
sugerir que el endotelio no modula la respuesta contractil de la arteria renal a
la 5-HT o, mas probablemente, que existe un equilibrio entre los
vasodilatadores y vasoconstrictores liberados por el endotelio.

Por otro lado, en segmentos arteriales de animales diabéticos, la
eliminacién del endotelio indujo un incremento de la contraccién producida
por 5-HT. Este resultado muestra que el endotelio inhibe la contraccion de las
arterias renales inducida por la 5-HT en conejos diabéticos. Resultados
similares se han encontrado en arteria cardtida de conejo en donde la
diabetes incremento la actividad inhibidora del endotelio sobre la contraccion
inducida por 5-HT (Miranda et al., 2000b). Otros autores también han descrito
gue la diabetes incrementa las relajaciones mediadas por el endotelio
inducidas por histamina (White y Carrier, 1986; Karasu y Altan, 1993) y
acetilcolina (Bhardwaj y Moore, 1988; Altan et al.,1989; Karasu y Altan, 1993;
Omer et al., 1999).

El hecho de que, en ausencia de mecanismos de regulacion endotelial,
la contraccion inducida por 5-HT en arterias de conejo diabético fuera mayor
gue la obtenida en arterias de conejo control, sugiere la existencia de una
hiperreactividad de las células del muasculo liso de la arteria renal a esta
amina en la diabetes. Esta situacion podria estar parcialmente contrarrestada

por el aumento de la modulacion inhibidora del endotelio.
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Con el fin de estudiar si la modulacion endotelial se produce, al menos
en parte, a través de la liberacion de NO se realizaron experimentos en los
que se inhibié su sintesis antes de realizar las curvas concentracion-
respuesta para la 5-HT. La incubacion de arterias renales, tanto de conejos
control como diabéticos, con el inhibidor de la NOS constitutiva, L-NA,
incrementd significativamente la respuesta contractii de los segmentos
arteriales a la 5-HT. Esto indica que en presencia de 5-HT, el endotelio libera
NO que parcialmente contrarresta la respuesta contractil a esta amina. Esto
esta en la misma linea que los datos obtenidos en arteria cerebral (Miranda et
al., 1993), pulmonar (Shi et al., 1998) y carétida (Miranda et al., 2000Db).

La contraccion maxima inducida por 5-HT en presencia de L-NA fue
significativamente menor en arterias de conejos diabéticos que en las
procedentes de conejos control, lo que sugiere un menor papel modulador del
NO en la respuesta de la arteria renal a la 5-HT en la diabetes. En apartados
anteriores hemos descrito que la respuesta arterial inducida por el
nitroprusiato sodico, un dador de NO, fue similar en arteria renal de conejo
control y de conejo diabético, indicando que la sensibilidad de las células del
musculo liso de arterias renales al NO no esta alterada en nuestros conejos
diabéticos. Por lo tanto, la menor modulacién realizada por el NO en la
diabetes probablemente se produzca por una menor produccién de NO en la
arteria renal en respuesta a la 5-HT en la diabetes.

En las arterias de conejos control, la contraccion inducida por 5-HT en
arterias legradas preincubadas con L-NA fue significativamente mayor que la

obtenida en arterias legradas en ausencia del inhibidor. Esto sugiere la
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existencia de una fuente extraendotelial (neuronal) de NO que se liberaria
conjuntamente con el NO endotelial en respuesta a la 5-HT, de forma similar
a la descrita en la respuesta de la arteria cerebral media de cabra a la 5-HT
(Miranda et al., 1996) y a la ET-1 (Alabadi et al., 1997). Se ha descrito en
arterias carodtidas y cerebrales la existencia de nervios vasodilatadores
perivasculares que sintetizan y liberan NO a partir de la nNOS (Tomimoto et
al., 1994; Ignacio et al., 1997). El NO derivado de la nNOS juega un papel en
el control de la hemodinamica renal y sistémica en la rata (Komers et al.,
2000a,b). Por tanto, esta fuente neuronal perivascular de NO podria ser la
responsable de los mecanismos de modulacion de la respuesta de la arteria
renal de conejo a la 5-HT independientes del endotelio. En el caso de arterias
procedentes de conejos diabéticos no se encontraron diferencias
significativas en la contraccion inducida por 5-HT entre arterias legradas y
arterias legradas y preincubadas con L-NA, lo cual sugiere que se produce
una disminuciéon de la aportacion de NO extraendotelial en la diabetes. Esta
disminucién podria ser responsable, al menos parcialmente, de la
hiperreactividad de la arteria renal a la 5-HT en la diabetes.

La alteracion de la vasodilatacion renal mediada por NO es
responsable del incremento de la vasoconstriccion renal producida por la
adenosina en ratas diabéticas (Pflueger et al., 1999). Ademas, la diabetes se
ha asociado con una reduccion de la actividad de la nNOS en los vasos de la
retina (Roufail et al., 1998), musculo esquelético (Perreault et al., 2000) y
arterias mesentéricas (Ferrer et al.,, 2000) de ratas diabéticas. Por el

contrario, también se ha sugerido que un incremento de la actividad de la
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NNOS podria desempefiar un papel en la patogénesis de los cambios
hemodinamicos renales en la rata diabética (Komers et al., 2000a,b).

En conejos control, la contraccion maxima inducida por 5-HT en
arterias no legradas tratadas con L-NA, fue significativamente mayor que la
obtenida en arterias legradas preincubadas con el inhibidor. Este resultado
sugiere que, en animales control, el endotelio modula la respuesta arterial
renal a la 5-HT a través de la liberacién de NO y un vasoconstrictor. De esta
forma, cuando la sintesis de NO ha sido inhibida pero no la del
vasoconstrictor (arterias no legradas incubadas con L-NA), la tension maxima
alcanzada fue mayor que la contraccion obtenida en arterias legradas
tratadas con L-NA, en las que el NO y el vasoconstrictor han sido eliminados.
Ademas, la indometacina disminuy0 significativamente la contraccion inducida
por 5-HT, lo cual sugiere la naturaleza prostanoide del vasoconstrictor
endotelial (TxAz). Un resultado similar se ha descrito en arteria umbilical
humana (De Moraes et al.,, 1997; Mathias et al., 1997), vena pulmonar de
cobaya (Shi et al., 1998) y arteria carotida de conejo (Miranda et al., 2000b).

En contraste con los resultados obtenidos en arterias de conejo control,
en arterias renales legradas de conejo diabético incubadas con L-NA, la
contraccion inducida por 5-HT no fue significativamente diferente de la
obtenida con cada uno de los dos tratamientos (eliminacion del endotelio e
incubacion con L-NA) por separado. Esto sugiere que la diabetes altera la
participacion del prostanoide vasoconstrictor endotelial.

Por ultimo, la incubacién de segmentos arteriales de conejos diabéticos

con indometacina incremento la respuesta contractil a la 5-HT, lo cual sugiere
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gue los derivados del &cido araquidénico endotelial por la via de la
ciclooxigenasa, en arterias de animales diabéticos, tienen una influencia
vasodilatadora (probablemente PGl,). Nuestros resultados coinciden con los
obtenidos por otros autores que describen una disminucion de la actividad de
prostanoides vasoconstrictores (Makino y Kamata 1998; Miranda et al.,
2000a,b) y un aumento en la actividad de prostanoides vasodilatadores
(Okumura et al., 2000) en la diabetes. Podriamos especular que, en las
condiciones experimentales del presente estudio, la ausencia del prostanoide
vasoconstrictor seria la expresion de un mecanismo compensador dirigido a
reducir las consecuencias negativas de la hiperreactividad de la arteria renal
ala 5-HT y de la alteracion de la actividad reguladora del NO.

En resumen, la diabetes aumenta la contractilidad de la arteria renal a
la 5-HT. En los animales control la respuesta contractii a la 5-HT esta
regulada por la liberacion de NO endotelial y extraendotelial y por un
prostanoide vasoconstrictor. La diabetes modifica los factores que modulan
esta respuesta, alterando la liberacion de NO extraendotelial y la del

prostanoide vasoconstrictor.
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4. INFLUENCIA DE LA DIABETES SOBRE LA RESPUESTA DE LA
ARTERIA RENAL A LA ET-1 Y LOS MECANISMOS IMPLICADOS EN
DICHA RESPUESTA

En el presente trabajo, la ET-1 produjo una contraccion de la arteria
renal de conejo de mayor magnitud y mucho mas potente que la producida
por la 5-HT en ambos grupos de animales. Esta elevada potencia
vasoconstrictora de la ET-1 ya ha sido descrita con anterioridad en diferentes
trabajos y lechos vasculares (Randall et al., 1989; Sakata et al., 1989;
Topouzis et al., 1991; Alabadi et al., 1997).

Nuestros resultados muestran que la diabetes disminuye la potencia
vasoconstrictora de la ET-1 en la arteria renal de conejo. Se han encontrado
respuestas disminuidas a la ET-1 en aorta (Fulton et al., 1991; Utkan et al.,
1998), carotida (Guillon et al., 1998) y en el lecho mesentérico arterial de
ratas diabéticas (Makino y Kamata, 1998b) asi como en pequefios vasos de
resistencia humanos (Rizzoni et al., 2001). En pacientes diabéticos se han
observado respuestas vasoconstrictoras disminuidas tras la administracion de
una infusion de ET-1 (Cardillo et al., 2002); sin embargo, en estos mismos
pacientes, la actividad de la ET-1 enddgena en la regulacién del tono vascular
de los vasos de resistencia estuvo aumentada (Cardillo et al., 2002). En otros
trabajos realizados en ratas se ha observado un aumento en la respuesta a la
ET-1 en aorta (Hopfner et al., 1999) y en el lecho renal y mesentérico (Kiff et
al., 1991) mientras que no se han encontrado diferencias en la arteria basilar
(Mayhan, 1998) tras la diabetes. Ademas, en trabajos realizados en nuestro

laboratorio hemos observado que la diabetes aumenta la respuesta contractil
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a la ET-1 de las arterias basilar (Alabadi et al., en prensa) y carétida (Lloréns
et al., 2004) de conejo, lo cual parece indicar que existe una especificidad
territorial de los cambios inducidos por la diabetes en el territorio vascular.
Otra posible explicacion para estas discrepancias seria que la liberacion y
accion de la ET-1 dependa del tiempo de evolucion de la diabetes como
ocurre con otras sustancias (Morff, 1990; Yoshino et al., 1992; Pieper y
Siebeneich, 1998). Un trabajo realizado con ratas diabéticas demuestra que
en fases tempranas de la diabetes hay una disminucién de los niveles
plasmaticos de ET-1 asociado a una hiperreactividad vascular al péptido,
mientras que, en estados mas avanzados de la enfermedad se produce una
elevacion plasmatica de la ET-1 paralela a una respuesta vascular atenuada
a la misma (Hopfner et al., 1999). Sin embargo, nuestros resultados no
pueden explicarse por estas diferencias en el efecto de la ET-1 dependientes
del tiempo de evolucion de la diabetes ya que tanto los resultados de la
presente tesis doctoral como los obtenidos en arteria carétida (Lloréns et al.,
2004) y basilar (Alabadi et al., en prensa) en nuestro propio laboratorio, se
refieren a animales diabéticos de seis semanas de evolucion en todos los
casos. Es interesante resaltar la peculiaridad del lecho vascular renal, ya que
de nuevo, en la respuesta a la ET-1 se comporta de forma diferente a otros
territorios (disminucién de la respuesta en arteria renal frente al aumento
observado en arterias caroétida y basilar) como ya se ha comentado en el caso
de la Ach. Todos estos resultados tomados conjuntamente, es decir, aumento
de la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio a la Ach y

disminucién de la potente respuesta vasoconstrictora a la ET-1 pueden
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contribuir a la hiperperfusién e hiperfiltracion renal observadas en la diabetes
(Tolins et al., 1993; Sugimoto et al., 1998)

En el presente trabajo hemos estudiado el papel modulador del
endotelio en la respuesta contractii de la arteria renal a la ET-1. La
eliminacion del endotelio en los segmentos arteriales procedentes de conejo
control produjo un aumento en la respuesta de la arteria renal a la ET-1; esto
nos indica que el endotelio modula la respuesta a la ET-1, contrarrestando
parcialmente la vasoconstriccion producida por el péptido. Coincidiendo con
estos resultados, se ha observado una modulacion endotelial de la respuesta
vasoconstrictora producida por la ET-1 en arteria cerebral media de cabra
(Alabadi et al.,, 1997), en arterias cerebrales de gato (Saito et al., 1989;
Kauser et al.,, 1990), en aorta (Eglen et al., 1989; Sakata et al., 1989;
Topouzis et al., 1991) y en arteria mesentérica de rata (Randall et al., 1989) y
en arteria basilar (Alabadi et al., en prensa) y caroétida (Lloréns et al., 2004) de
conejo. Sin embargo, el endotelio no modula la respuesta vasoconstrictora
inducida por la ET-1 en arterias cerebrales de perro (Saito et al., 1991),
humanas (Hardebo et al., 1989; Martin de Aguilera et al., 1990), arterias
coronarias porcinas (Kasuya et al., 1989) ni en aorta de conejo (Ohlstein et
al., 1989).

En arterias de animal diabético, la eliminacion del endotelio potencio la
respuesta contractil de la arteria renal a la ET-1 pero, a diferencia de lo
sucedido en segmentos arteriales de animales control, no se produjeron
cambios en la contraccion maxima alcanzada. Estos resultados parecen

indicar que existe una alteracion en la funcion moduladora del endotelio sobre
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la respuesta vascular a la ET-1 y son similares a los obtenidos en arteria
basilar (Alabadi et al., en prensa) y carotida (Lloréns et al., 2004) de conejo
diabético. Sin embargo, el hecho de que en segmentos sin endotelio se
mantenga la menor potencia de la ET-1 en la diabetes nos sugiere que esta
disminucién de la respuesta contractil no se pueda explicar Unicamente por
factores endoteliales.

En nuestro estudio hemos investigado la participacion del NO en la
actividad moduladora endotelial de la respuesta contractil de la arteria renal a
la ET-1. La incubacion de los segmentos arteriales de conejo control con el
inhibidor de la NOS, L-NA, produjo una potenciacion de la respuesta contractil
a la ET-1, lo cual nos indica que el NO amortigua la accion vasoconstrictora
de la ET-1 en la arteria renal. Resultados similares se han obtenido en arteria
cerebral media de cabra, donde se observa un aumento en la contraccion
inducida por la ET-1 al incubar con L-NA (Alabadi et al., 1997). Sin embargo,
no se ha encontrado modulacion nitrérgica de la respuesta vascular a la ET-1
en arteria basilar de rata (Mayhan, 1998). En estudios in vivo se ha
observado que la ET-1 induce la liberacion de NO endotelial en vasos de
resistencia humanos (Cardillo et al., 2000). Ademas, en el lecho renal de la
rata, se ha demostrado que el agonista de los receptores ETg, BQ-3020,
también estimula la liberacion de NO endotelial (Kakoki et al., 1999). Vemos
pues que en las células endoteliales existe una importante relacion entre el
NO y la ET-1. De hecho, algunos autores muestran la existencia de un
sistema de retroalimentacion reciproco entre la produccion de NO y ET-1 en

las células endoteliales (Warner et al., 1992). ElI NO liberado por las células
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endoteliales inhibe permanentemente la sintesis (Kourembanas et al., 1993;
Boulanger y Luscher 1990) y los efectos vasoconstrictores (Luscher et al.,
1990; Ito et al., 1991; Lerman et al., 1992; Goligorsky et al., 1994) de la ET-1,
la cual a su vez estimula la produccién de NO.

En arterias procedentes de conejos diabéticos observamos que la L-
NA también produjo una potenciacion de la respuesta contractil de la arteria
renal a la ET-1 sugiriendo la existencia de una modulacion nitrérgica similar a
la vista en el grupo de conejos control. Estos resultados coinciden con lo
observado en arteria basilar de conejo donde la L-NA potencio la respuesta a
la ET-1 (Alabadi et al., en prensa); sin embargo en arteria cardtida de conejo
(Lloréns et al., 2004) la L-NA no modifico la respuesta arterial a la ET-1. Estas
diferencias encontradas en los distintos lechos vasculares del conejo
utilizando el mismo modelo experimental confirman de nuevo la existencia de
especificidad territorial de los cambios inducidos por la diabetes en el lecho
vascular.

En arterias preincubadas con L-NA, la menor potencia de la ET-1 en
arterias de animal diabético en comparacion con la observada en animal
control nos sugiere que esta diferencia es independiente de mecanismos
moduladores nitrérgicos.

En el presente trabajo hemos estudiado también la posible
participacion de metabolitos derivados del acido araquidonico por la via de la
ciclooxigenasa en la modulacion de la respuesta contractil de la arteria renal a
la ET-1. La incubacion de los segmentos arteriales procedentes de conejo

control con el inhibidor de la ciclooxigenasa, indometacina, produjo una
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inhibicion de la respuesta contractil con un desplazamiento hacia la derecha
de la curva concentracion-respuesta a la ET-1. Este resultado nos indica la
participacion de un vasoconstrictor prostanoide derivado de la via de la
ciclooxigenasa, probablemente el TxA,, en dicha respuesta. En cultivos
celulares de musculo liso vascular de rata y de conejo, la ET-1 estimula el
metabolismo del &cido araquidodnico, liberando TxA; y prostaglandinas que
podrian modular la respuesta contractil de este péptido (Takayasu et al.,
1989). De hecho en algunos lechos vasculares, como el hepatico de rata
(Kurihara et al., 1992), la arteria basilar canina (Shirahase et al., 1991) y la
aorta de ratas hipertensas (Taddei y Vanhoutte, 1993), se ha demostrado que
el TxA, derivado del endotelio contribuye a la contraccion inducida por la ET-
1. Recientemente hemos publicado que la indometacina inhibe la respuesta
contractil de la arteria carétida de conejo a la ET-1 (Lloréns et al., 2004) pero
sin embargo no modifica dicha respuesta en la arteria basilar (Alabadi et al.,
en prensa).

En arterias procedentes de animal diabético la inhibicion de la sintesis
de prostanoides con indometacina, produjo un desplazamiento hacia la
izquierda y un aumento del Eyax de la curva concentracion-respuesta, lo cual
nos sugiere la existencia de un predominio de prostanoides vasodilatadores
en la regulacion de la respuesta de la arteria renal a la ET-1 en la diabetes.
Estos resultados evidencian que existe una alteracion en el perfil de
prostanoides que modulan la respuesta de la arteria renal a la ET-1 en la
diabetes. A pesar de la ya comentada especificidad territorial de los cambios

inducidos por la diabetes, encontramos que en este punto, la alteracion
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producida por la diabetes en el perfil de los prostanoides que modulan la
respuesta de la arteria renal es similar en los tres farmacos estudiados:
predominio de prostanoide vasoconstrictor en situacion control (casos de 5-
HT y ET-1) y predominio de prostanoide vasodilatador (5-HT y ET-1) o bien
aumento de su participacion (Ach) en la diabetes. Recientemente se ha
descrito el importante papel que juegan los prostanoides derivados de la
COX-2 en la patogénesis de los cambios hemodinamicos renales que se
producen en la diabetes (Komers et al, 2001). Ademas, concentraciones
elevadas de glucosa producen un incremento de la expresion de la COX-2 y
de la PGl,-sintasa lo que se asocia con un cambio en el balance de
eicosanoides vasodilatadores y vasoconstrictores producidos por las células
endoteliales (Cosentino et al., 2003). Otros estudios muestran que la diabetes
disminuye la formacion de prostanoides vasoconstrictores en el lecho arterial
mesentérico de rata en respuesta a la metoxamina (Makino y Kamata, 1998a)
y en arteria carétida de conejo en respuesta a la Ach (Miranda et al., 2000a) y
a la 5-HT (Miranda et al., 2000b).

En otros lechos vasculares el balance de prostanoides
vasodilatadores/vasoconstrictores moduladores de la respuesta a la ET-1
varia de modo distinto al hallado en el presente trabajo. En la diabetes, la
indometacina produce una mayor inhibicion de la respuesta contractil a la ET-
1 en la arteria carétida de conejo (Lloréns et al., 2004). Estos datos sustentan
la especificidad territorial de los cambios en los mecanismos moduladores de
la respuesta arterial a la ET-1 mencionados anteriormente y demuestran que

las alteraciones en la reactividad vascular inducidas por la diabetes pueden
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variar dependiendo de la especie, lecho vascular y estimulo estudiados. Un
reciente estudio demuestra la existencia de diferencias regionales y por sexo
en los cambios inducidos por la diabetes sobre la reactividad del musculo liso
vascular (Sanz et al., 2003).

Es interesante resaltar que, en presencia de indometacina, la potencia
de la ET-1 en la arteria renal fue significativamente mayor en arterias de
animal diabético que en arterias de animal control. Esto nos sugiere que el
cambio en el perfil de prostanoides que modulan la respuesta de la arteria
renal a la ET-1 puede explicar, al menos en parte, la disminucion de la
potencia contractil de la ET-1 observada en este trabajo. También podria ser
la expresion de la puesta en marcha de un mecanismo endotelial
compensador para amortiguar una hiperreactividad a la ET-1. Este dltimo
argumento estaria en concordancia con nuestros hallazgos en otros lechos
vasculares donde la diabetes induce una hiperreactividad arterial a la ET-1
(Lloréns et al., 2004; Alabadi et al., en prensa).

Para tratar de esclarecer el origen endotelial o muscular de los
prostanoides reguladores de la respuesta de la arteria renal a la ET-1, se
realizaron curvas concentracion-respuesta de ET-1 en arterias sin endotelio e
incubadas con indometacina. En animales control, la indometacina produjo un
desplazamiento a la derecha de la curva concentracion-respuesta a la ET-1
en arterias sin endotelio, lo cual sugiere la existencia de un prostanoide
vasoconstrictor de origen muscular, a diferencia de lo recientemente hallado
en arteria cardtida de conejo donde se demostrd el origen endotelial de los

prostanoides moduladores de la respuesta arterial a la ET-1 (Lloréns et al.,
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2004). La existencia de un prostanoide vasoconstrictor de origen muscular se
ha descrito en diversos estudios. El musculo liso de la aorta de rata libera
prostaglandinas vasoconstrictoras derivadas de la COX-2 en respuesta a
farmacos agonistas de los receptores a-adrenérgicos (Connolly et al., 1998).
La ET-1 estimula la expresion de la COX-2 y la producciéon de PGE; en las
células mesangiales (Hughes et al., 1995) y en macrofagos (Shimada et al.,
1998).

La incubacion de los segmentos arteriales legrados de animales
diabéticos con indometacina produjo también un desplazamiento a la derecha
de la curva en relacién con la respuesta obtenida en segmentos sin endotelio
en ausencia del inhibidor lo cual indica que la diabetes no altera la actividad
del prostanoide vasoconstrictor de origen muscular.

La respuesta contractii a la ET-1 obtenida en arterias legradas
incubadas con indometacina procedentes de conejo diabético fue menor a la
obtenida en animal control. Esto sugiere que, en ausencia de mecanismos
endoteliales y de prostanoides moduladores, existe una menor reactividad de
la arteria renal a la ET-1 en la diabetes. Es posible que la disminucion de la
actividad contractil de la ET-1 en la diabetes, que hemos observado en la
arteria renal de conejo, sea debida a alteraciones de la sensibilidad y/o
namero de receptores ET, localizados en el masculo liso vascular, como han
sugerido algunos autores (Cozza et al., 1990; Hopfner et al., 1999; Cardillo et

al., 2002).
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En resumen, la diabetes disminuye la potencia contractil de la ET-1 en
la arteria renal. En los animales control la respuesta contractil a la ET-1 esta
modulada por la liberacion de NO endotelial y de un prostanoide
vasoconstrictor de origen muscular. La diabetes modifica la participacion de
los factores que modulan dicha respuesta: se mantiene la produccion del
prostanoide vasoconstrictor muscular, no se evidencian cambios en la
actividad moduladora del NO, pero aparece un predominio de un prostanoide

vasodilatador endotelial (PGI,) regulando esta respuesta.
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1. La diabetes altera la respuesta de la arteria renal de conejo a las tres
sustancias vasoactivas estudiadas: Ach, 5-HT y ET-1, alterando
ademas el equilibrio existente entre los diferentes mecanismos
moduladores de la respuesta de la arteria renal a los diferentes

estimulos.

2. La diabetes potencia la respuesta relajante de la arteria renal de
conejo a la Ach. En animales control la relajacion inducida por Ach esta
mediada por NO, por un prostanoide derivado de la ciclooxigenasa,
probablemente PGl,, y por el EDHF. La diabetes aumenta la actividad
moduladora de NO y PGl,, lo cual podria explicar la mayor potencia

relajante de la Ach en la diabetes.

3. La diabetes aumenta la contractilidad de la arteria renal a la 5-HT. En
los animales control la respuesta contractil a la 5-HT esta regulada por
la liberacion de NO endotelial y extraendotelial y por un prostanoide
vasoconstrictor. La diabetes modifica los factores que modulan esta
respuesta, alterando la liberacion de NO extraendotelial y la del

prostanoide vasoconstrictor.

4. La diabetes disminuye la potencia contractil de la ET-1 en la arteria
renal. En los animales control la respuesta contractil a la ET-1 esta
modulada por la liberacion de NO endotelial y de un prostanoide

vasoconstrictor de origen muscular. La diabetes modifica la
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participacion de los factores que modulan dicha respuesta: se
mantiene la produccion del prostanoide vasoconstrictor muscular, no
se evidencian cambios en la actividad moduladora del NO pero
aparece un predominio de un prostanoide vasodilatador endotelial

regulando esta respuesta.

La arteria renal tiene un comportamiento diferente al de otros lechos
vasculares en la diabetes: hay una potenciacion de la respuesta
vasodilatadora inducida por la Ach y una disminucion de la potencia
vasoconstrictora de la ET-1. Estos cambios en la reactividad vascular
renal, junto con los cambios observados en la modulacion de las
respuestas vasculares, especialmente el predominio de los
prostanoides vasodilatadores, pueden favorecer la hiperperfusion renal
que se observa en la diabetes, y por tanto la aparicion de la nefropatia
diabética, una de las complicaciones mas graves que aparecen en el

enfermo diabético.
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