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INTRODUCCION

Las Endotelinas (ETs) forman una familia de péptidos que itienen un potente
efecto vasoconstrictor, mayor gue el de cualquier otra sustancia end(l_igena hasta ahora
conocida. El primer miembro de esta familia fue aislado y caracterizado por Yanagisawa
y col. (1988a) a partir del medio de cultivo de células del endoteliozvascular porcino.
Algunos afios antes de este descubrimiento, ya se habfa sugerido. la existencia de
sustancias de naturaleza peptidica con accién vasoconstrictora que eran producidas por
las células endoteliales (Holden y col., 1983; Hickey y col., 1985), por lo que recibieron
el nombre de Factores Constrictores Derivados del Endotelio (EDCFs). En la actualidad,
sabemos que estos péptidos también son capaces de producir la relajzi\cién del misculo
liso vascular, y de provocar vasodilatacién, por lo que en conjunto tjlenen una funcién
vasomoduladora. El descubrimiento de estos péptidos contribuy6 a apoyar la idea de que
el endotelio vascular no es una simple barrera fisica entre la sangre y lois tejidos, sino que
debe ser considerado un O&rgano activo, modulador de irnporfantes respuestas
fisiol6gicas, como es la reaccién del misculo liso de los vasos sanguineos frente a
numerosos factores vasoactivos. '

Posteriormente, se ha demostrado que las ETs no sélo estfnil presentes en el
sistema vascular, sino que se localizan y se sintetizan en un gran nﬁn{ero de Organos y
tejidos (Nunez y col, 1990), incluidos el sistema nervioso central (Takahashi y col,
1991a) y los tejidos oculares (McCumber y col., 1989). Sin embargo, a pesar de que en
los dltimos afios se ha desarrollado una intensisima actividad mvestigaaora en todos los
campos gue tienen alguna relacién con las ETs y que se ha avanzado e:n el conocimiento
de los procesos regulados por estos péptidos, es mejor conocida su implicacién en
procesos fisiopatolégicos relacionados con el sistema cardiovasculai', y también con
otros Organos y sistemas (Shichiri y col, 1990; Rubanyi y col, 19?94)). Una de las
patologias en las que las ETs pueden desempefiar una funcién de especial importancia es
en la Diabetes Mellitus (DM), ya que se ha demostrado que las ﬂﬁctuaciones en la
concentracién de glucosa (Yamanuchi y col, 1990) y de insulina (Hu y col, 1993),
alteran la sintesis y produccién de endotelina-1 (ET-1) por las célﬁlas endoteliales.

|
1

2



INTRODUCCION

Puesto que la ET-1 también se ha revelado como un potente mitégeno para las células de
musculo liso vascular (Hirata y col., 1989), se ha sugerido que estos péptidos podrian
estar involucrados en la etiopatogenia de la aterosclerosis que suffren los pacientes
diabéticos (Takahashi y col., 1990). A su vez, debido a sus propiedades vasoactivas y
mitogénicas asi como a su presencia en los tejidos nerviosos, las F%Ts podrian estar
implicadas en el desarrollo de otras complicaciones asociadas a ila DM como la
retinopatfa o la neuropatia (Siren y col., 1989; De la Rubia y col, 1992).

La induccién de la DM en ratas mediante la inyeccién de strep:tozotocina (8TZ)
(Rakieten y col., 1963) es un modelo experimental, ya cldsico, que perr%lite reproducir en
estos animales algunas de las caracteristicas de esta patologia, y que nos parece muy
adecuado para abordar las posibles interrelaciones entre el sistema de las ETs y las

alteraciones vasculares y neuroldgicas de la retina en la DM.

1.1. LA FAMILIA DE LAS ENDOTELINAS.

1.1.1 ESTRUCTURA DE LAS ENDOTELINAS.

La familia de las ETs estd formada por tres péptidos constituidos por 21
aminodcidos (aa). El primero de éstos, caracterizado por Yanagisawa y col., (1988a)
posee un peso molecular de 2.495 Da y dos puentes disulfuro entre lois residuos 1-15 y
3-11 (Fig. 1). Poco tiempo después, el mismo grupo (Yanagisawa y col, 1988b}
identificé, a partir de una genoteca de rata, un segundo miembro de estzii familia al que se
denominé “endotelina de rata”. Posteriormente, se establecié en todas las especies
estudiadas la existencia tres péptidos con una elevada homologia (Inbue y col., 1989)
que han pasado a denominarse Endotelina-1 (ET-1), el caracterizado' en primer lugar
(Yanagisawa y col., 1988a), Endotelina-3 (ET-3), el identificado en la rata (Yanagisawa
y col., 1988b), y un tercer péptido denominado Endotelina-2 (ET-2), que aparece en
todas las especies estudiadas (Inoue y col.,, 1989). Saida y col., (1989) caracterizaron en
el ratén la existencia de un homélogo de las ETs, cuya expresién éstaba lirnitada al
intestino, al que denominaron “péptido intestinal vasoconétrictor” (VIC).
Pos;eriorm_ente, se ha comprobado que es homélogo a la ET-2 del resto de las especies

{Bloch y col, 1991). Existe un gran parecido estructural entre estos péptidos y las
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-

sarafotoxinas, unas toxinas aisladas del veneno de la serpiente Atractaspis engaddensis
(Kloog y col., 1989a). Todos estos péptidos muestran diez posicioncé idénticas en sus
secuencias (Fig. 1), incluyendo los cuatro residuos de cisteina entre 1os.que se establecen

los puentes disulfuro, que dan lugar a dos anillos de 9 y 8 aa dejando una cola de 6 aa,

con un caracter fuertemente hidrofébico, en el extremo carboxilo.
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Fig. 1. Secuencia de aminoacidos de los miembros de la familia de las;ETs y de las
sarafotoxinas (tomado de Cody y col., 1995).

'
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1.1.2 ESTRUCTURA, EXPRESION Y REGULACION DE LOS
GENES DE LAS ENDOTELINAS. f

El andlisis de genotecas con fragmentos del gen de la ET-1 ha puesto de

manifiesto que existen tres genes que codifican péptidos de esta familia en los humanos y
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otros mamiferos (Inoue y colL,1989; Itoh y col., 1988; Kimura y coL,? 1989). Los genes
de la ET-1, ET-2 y ET-3 han sido localizados en los cromosomas 6, 1, y 20
respectivamente, en el genoma humano (Arinami y col., 1991).

El gen de la ET-1 humana, con un tamafio de 6.8 kb, contiene 5 exones y 4
intrones (Inoue y col., 1989) y su expresién estd estrechamente regulada por distintos
factores nucleares de transcripcién (Lee y col, 1991; Dorfman y col, 1992). La
expresion de estos genes estd controlada en diversos tipos de célulés pOT NUIMErosos
factores de crecimiento y citoquinas como trombina, factor de crecﬁﬁénto transformante
B (TGFB), factor de necrosis tumoral o (TNFo), interleukina 1: (IL-1), insulina,
angiotensina II (AGII), péptido atrial natriurético (PAN), y bradikinina, as{ como otros
factores como la tensién de O, y la presién hidrostitica (ver Rubanyi y Polokoff, 1994,
para revisién). :

El ARNm de las ETs se expresa en una gran variedad de célulgs y tejidos; en el
caso de la ET-1 y la ET-3, el ARNm se ha localizado pricticamente en todos los Organos
y tejidos corporales, siendo el pulmén el 6rgano que presenta una méyor expresién de
ET-1, mientras que la ET-3 se expresa en mayor medida en el tubo digestivo, el rifién, el
cerebro y el pulmén (Nunez y col., 1990; Sakurai y col., 1991; Firth% y col, 1992). El
ARNm de la ET-2 presenta una distribucién mds restringida y se ha detectado en el
intestino delgado, en el grueso, y en menor cantidad en el misculo esciuelético, corazén
y estOmago (Firth y col., 1992). '

1.1.3 BIOSINTESIS DE LAS ENDOTELINAS. |

En todos los vertebrados, del estudio de la estructura del gen de las ETs se
deduce que estos péptidos, al igual que otros segregados por las células, se originan a
partir de un ARNm precursor que, una vez procesado, es uaducido en forma de
preproendotelina  (Inoue y col, 1989). Estas preproformas 'son procesadas
enzimdticamente en tres fases (Fig. 2): en primer lugar, una cndopcﬁtidasa rompe los
enlaces peptidicos entre dos pares de aminodcidos bdsicos (ArgSZ-éCysS3 y Arg92-
Cys93); a continuacién, una carboxipeptidasa elimina secuencialme:nte los residuos
Arg92 y Lys9ldel extremo carboxilo-terminal originando la proendotelina, que se

conoce con el nombre de “big-endotelina”; y por dltimo, una enzima especifica
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denominada “enzima convertidora de endotelina” (ECE), rompe el cn];!a.ce entre el Trp73
y la Val74 para liberar el péptido maduro, que denominamos ET Los puntos de
hidrélisis enzimdtica son los mismos en los tres péptidos (Rubanyi y coi., 1994).

50 53 90 9?; 212
PREPROENDOTELINA NHz R EI/ YA KR W Z4-COOH

Endopeptidasa / \
+
Carboxipeptidas
72

Big ENDOTELINA NH2 A-w- ////M A-coon

(PROENDOTELINA)

Enzima i
convertidora f
72 |

ENDOTELINA-1 NH, W Z-w-cooH

i
Fig. 2. Transformacién enzimética de la preproforma para dar ET-1. El procesado de la
prepro-ET-2 y ET-3 es andlogo (tomado de Rubanyi y col., 1994).

El mecanismo de liberacion de las ETs no se conoce con claridad; en la mayor
parte de las células productoras parece que no son almacenadas. en grinulos de
secrecidn, puesto que estas estructuras no aparecen en dichas células, ﬂr ademads aquellas
sustancias que activan su produccidn lo hacen induciendo su transcrip:cién y traduccidn
(Rubanyi y col, 1994). Sin embargo, en algunos tejidos como la l'flipéﬁsis posterior
parecen existir granulos de secrecién con estos péptidos (Simonson y col., 1991).

El proceso de maduracién del prepropéptido a ET tiene unajgran importancia
fisiolégica ya que la ET-1 es 140 veces mds potente, como vasoconstrictor, que el
propéptido (Kimura y col, 1989), y la preproendotelina no tiene dictio efecto (Cade y
col, 1990). Existen al menos dos tipos de ECEs, una presente en el cit:oplasma celular y

otra asociada a Ia membrana plasmatica (Ohnaka y col., 1990; Sawam;ura y col., 1990),
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que presentan caracteristicas diferentes en lo que se refiere alI pH éptimo, la
termoestabilidad y la susceptibilidad a los inhibidores. La metaloicndopeptidasa de
membrana I (MMP I, EC 3.4.24.11), una enzima presente en la membfana plasmatica de
una gran variedad de células, llamada también encefalinasa, es capaz de transformar las
“Big-endotelinas” en endotelinas. Sin embargo, se ha sefialado que la pirincipal funcién in
vivo (Ebihara y col., 1997) de esta dltima enzima es la de hidrolizar la ET-1 madura,

haciendo que pierda su capacidad vasoconstrictora. Esta enzima es la' responsable de la

corta vida media de estos péptidos en el plasma.

1.1.4 PRESENCIA DE LAS ENDOTELINAS EN LOS FLUIDOS
CORPORALES. '

Las ETs estdn presentes en cantidades variables en todos los fluidos corporales
analizados. Mediante radioinmunoandlisis (RIA), se ha detectado la p!resencia de ET-1
mmunorreactiva (ET-1-IR), en el plasma humano y de otras especies éomo rata, cerdo,
conejo y perro (Saito y col., 1989a,b), en concentraciones de rango pié:omolar. De igual
manera, se ha podido detectar ET-3-IR en el plasma humano (Gulberg y col., 1992) y de
perro (Parker-Botelho y col, 1991). Asi mismo, se ha detectado ET- 1;—IR y ET-3-IR en
concentraciones superiores a las detectadas en plasma, en la orina (Berbinschi y col.,
1989) y en el liquido cefalorraquideo humano (Hirata y col., 1990; A1§1do y col, 1991).
También estdn presentes en el humor acuoso humano (Lepple-Wienhues y col., 1992).

La vida media de estos péptidos en el plasma es muy corta, de aproximadamente
un minuto en la rata (Sirvio y col, 1990), y se ha demostrado que sju degradaci6n se
produce principalmente en el pulmén, aunque también colaboran, en menor medida, el
rifién, el higado y el corazén (Sirvio y col., 1990). La répida dcgraciacién de las ETs
indica que Ia accion de estos péptidos, més que endocrina, es de tipo p%xracﬁna, y en este
sentido, se ha demostrado que las ETs son segregadas por las células iendoteliales hacia
la pared del vaso y no hacia la luz, para actuar sobre las células de:mﬁsculo liso que
presentan receptores para estos péptidos (Lovenberg y col., 1990; Ab;x.ssi y col., 1992).
Ademds, deben tener una accién autocrina puesto que algunas células secretoras de ET-
1, como las células endoteliales, presentan receptores especificos (Vjigne y col, 1991;
Ishibasi y col, 1992} que actian regulando el funcionamiento de estas células.
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1.2. RECEPTORES DE MEMBRANA ' DE LAS
ENDOTELINAS. |

121 CARACTERIZACION DE LOS RECEPTORES DE LAS
ENDOTELINAS. AGONISTAS Y ANTAGONISTAS ESPECfFICOS.

Poco tiempo después del aislamiento y la caracterizacién de las ETs fue posible
establecer la existencia de sitios de unién, saturables y de alta afinidad, en las membranas
de las c€lulas de una gran variedad de tejidos. La unidn a estos receptéres de membrana
desencadena, de manera similar al mecanismo de accién de otros péptidos activos, su
efecto biol6gico. |

Antes de que se pudiera clonar el ADNc de estos receptorés ya habfan sido
caracterizados, mediante estudios farmacolégicos y fisiolégicos, dos ﬁpos de sitios de
unidn especificos. Uno de ellos presenta una mayor afinidad por ETaj y ET-2 que por
ET-3 y ha sido denominado “Receptor de endotelina tipo A” (ETA),; mientras que un
segundo receptor denominado “Receptor de-endotelina tipo B” (ETBj, presenta similar
afinidad por los tres péptidos (Masaki y col., 1994). |

En el proceso de caracterizacién de ios receptores en los distin:tos tejidos se han
empleado toda una serie de agonistas y antagonistas de estos receptores que han
permitido determinar, por una parte, el tipo y la proporcién de receptfores presentes en
los distintos tejidos y, por otra, su actividad fisiol6gica. Los primero':s andlogos de las
ETs que se han desarrollado son péptidos que reproducen algunas de $us caracteristicas
estructurales pero carecen de otras, lo que les confiere una alta aﬁmdad por uno de los
dos receptores y una baja afinidad por el otro (Cody y col, 1995). Entre los mis
frecuentemente utilizados se encuentran el hexapéptido ciclico BQ—123;y la Sarafotoxina
6¢ (S6c), que son los dos andlogos que hemos empleado en nuestro trabajo. E1 BQ-123,
es un'a.ntagonista especifico del receptor ETA (Eguchi y col., 1992), y la S6¢ es un
agonista muy selectivo de los receptores ETB (Williams y col, 19§1). Actualmente,
gracias a estos y otros andlogos de las ETs, los receptores ETA y ETB se clasifican a su
vez en diferentes subtipos dependiendo de su afinidad por los mismos (Zimmermann y

col,, 1998, para revisién).



_ INTRODUCCION

Debido a la importante funcién fisiolégica de las ETs, también se han aislado o
disefiado antagonistas no peptidicos de pequefio peso molec:ula.r,j que pueden ser
administrados oralmente y, por tanto, pueden constituir una herramienta terapéutica en el
tratamiento de aquellas patologias en las que se encuentran implicadas las ETs. Este es el
caso del bosentan, un derivado de las pirimidil-sulfonamidas (Clozel y col, 1993, y
1994), que es un antagonista de los dos tipos de receptores de' las ETs y que,
administrado oralmente, es capaz de inhibir su accién vasoconstrictora (Clozel y col.,
1993). Este compuesto es capaz de prevenir, en varios modelos experimentales, la
vasoconstriccién producida por las ETs en situaciones patofisiolégicas como el
vasoespasmo cerebral y la isquemia renal (Clozel y col, 1993b): También se ha
demostrado su efecto sobre los vasos humanos (Nilsson y col., 1997), en los que es
capaz de mhibir la accién vasoconstrictora de la ET-1. Estas izlvestigaciones apuntan
hacia el uso de estos antagonistas en diversas patologias vasculares como la
aterosclerosis o la hipertensién. Otro antagonista, que también puede: ser administrado
oralmente, s el PD156707 (Doherthy y col., 1995) que presenta, frente al bosentan, la
ventaja de ser especifico de los receptores ETA, por lo que se ha sugerido que puede ser
especialmente dtil en aquellas patologias en las que no interesa bloquear los receptores

ETB (Harland y col., 1998).

1.2.2 CLONACION DEL ADNc DE LOS RECEPTORES DE LAS
ENDOTELINAS.

La clonacién de los ADNc que codifican los dos tipos de receptores de las ETs
fue realizada de forma casi simultdnea por dos grupos distintos. Arai y col (199‘0)
clonaron el ADNc del receptor ETA a partir de una genoteca de pulmén bovino, el
polipéptido codificado posee 427 aa y un peso molecular de 48.516 Da. A su vez,
Sakurai y col. (1990) clonaron el receptor ETB a partir de una genoteca de pulmén de
rata, el polipéptido obtenido posee 441 aa y un peso molecular de 46.901 Da.
Posteriormente se han clonado los genes de los dos receptores en otros Itejidos y especies
(ver Sokolovsky y col, 1992, para revisién), comprobdndose que existe una gran
homologia entre ambos receptores para una determinada especie, asi como entre

diferentes especies para un mismo tipo de receptor.
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Existen abundantes pruebas que apoyan la existencia de un tercer tipo de
receptor, que ha recibido el nombre de “Receptor de endotelina tipo C”’ (ETC), que
tendria una mayor afinidad por ET-3 que por ET-1 y por ET-2. Estas pruebas proceden
de estudios farmacol6gicos que demuestran que la ET-3 provoca respuestas biol6gicas
con una mayor potencia que los otros isopéptidos; por ejemplo, la ET-3 es més potente
que la ET-1 o la ET-2 en la vasoconstriccién de la microcirculacién hepética (Kurihara y
col, 1992) o en la inhibicién de la secrecién de la prolactina por la hipéfisis (Samson y
col., 1991). A pesar de estos datos, hasta la fecha, no se ha podido clonar en ninguna
especiec de mamifero un ADNc que codifique un polipéptido que presente el perfil
farmacolégico de un receptor ETC. Sin embargo, Karne y col. (1993) han clonado, a
partir de melanéforos dérmicos del Xenopus laevis, un ADNc que codifica para un
receptor que manifiesta algunas de las caracteristicas farmacoldgicas de un ETC: la ET-3
es 400 veces m4s eficaz que la ET-1 y que la ET-2 en la estimulacién de la dispersién de
los granos de pigmento que contienen estas cé€lulas. Sin embargo, en estudios de unién
de radioligandos, la ET-3 s6lo es 4 veces mds potente que la ET-1 al competir por la

unién de '”I-ET-3 a estos receptores ETC, presentes en los melanéforos de X. Laevis.

1.2.3 ESTRUCTURA DE LOS RECEPTORES DE ENDOTELINA.

El andlisis de la secuencia de aa de los receptores de las ETs demuestra que los
tres tipos de receptores clonados (Arai y col, 1990; Sakurai y col.,, 1990; Karmne y col,
1993} pertenecen a la superfamilia de receptores con siete dominios transmembrana en
o-hélice acoplados a proteinas G heterotriméricas (Bimbaumenr y col., 1990). Estos
receptores poseen un dominio extracelular amino-terminal, un dominio transmembrana, y
un dominio carboxi-terminal intracelular (Fig. 3).

El dominio amino-terminal estd formado por, aproximadamente, 75 residuos
aminoacidicos, dependiendo de la especie estudiada, y es el que f)resenta mayores
diferencias, en su secuencia de aa, al comparar los tres tipos de receptores (Karne y col,
1993). Este dominio, junto con los bucles extracelulares, estd directamente irplicado en

la unién al ligando.

10
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Fig. 3. Estructura del receptor ETA humano. Los amino4cidos estin numerados partiendo de
la metionina inicial, aunque los 20 primeros amino4cidos, que corresponden al péptido sefial,
no se muestran. Los aminodcidos 140 a 144 (circulos oscuros) constituyen el sitio de unidn de
la ET-1. Los aminoécidos 40-76 y 373-380 (™ } son necesarios para la unién de la ET-1. Los
amino4cidos 296-305 y 373-385 (<) estdAn implicados en la transduccién de la sefial. La
capacidad para discriminar entre sus ligandos reside en Ia regién sefialada con la flecha (<),
(tomado de Adachi y col., 1993).

El dominio transmembrana consiste en siete «-hélices que atraviesan la
membrana, estando conectadas entre si por tres bucles extracelulares y tres
intracelulares. La secuencia de aa que forma las hélices transmembrana y los bucles que
las conectan, se mantiene bastante constante dentro de la familia de receptores de las
* ETs, al igual que en el resto de los miembros de esta superfamilia, ya que estd implicada
en la internalizacién del ligando y en la unién con la proteina G (Franke y col.,1990)..

El dominio carboxi-terminal es intracelular y también presenta diferencias
importantes en su secuencia entre los tres receptores de las ETs. Este dominio estd
mplicado en la unién del receptor a la bicapa lipidica de la membrana, y se ha
demostrado que es esencial para un correcto reconocimiento del ligando por el receptor,
a la vez que presenta sitios de fosforilacién que son muy importantes para la regulacion

de la actividad de estos receptores (Adachi y col., 1992).
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1.2.4 ESTRUCTURA DE LOS GENES DE LOS RECEPTORES DE
ENDOTELINA Y REGULACION DE SU EXPRESION:

Los genes humanos de los receptores ETA y ETB han sido clonados y
caracterizados (Hosoda y col., 1992; Arai y col,, 1993). El gen del receptor A estd
situado en el cromosoma 4, tiene 40 kb, y presenta 8 exones y 7 intrones. El gen del
receptor B estd situado en el cromosoma 13, tiene 24 Kb, y presenta 7 exones y 6
intrones. Pese a que el gen del ETA tiene un intr6n mds que el del ETB en la regién 5,
ambos genes conservan los mismos sitios para el procesamiento postranscripcional, lo
que sugiere un origen evolutivo comiin (Arai y col., 1993; Rubanyi y col., 1994).

La expresién de los genes de los receptores de las ETs estd estrechamente
regulada por la presencia de sus ligandos. Se ha demostrado que el tratamiento con ET-1
provoca una disminucién en la densidad de sitios de uni6bn para este péptido
(downregulation) en numerosos tipos de células, como las células, de misculo liso
vascular (Hirata, 1988) y los astrocitos (Ehrenreich y col, 1993). También se ha
demostrado que Ia ET-3 tiene un efecto parecido en las células de osteosarcoma (Sakurai
y col, 1992). Existen otros factores capaces de alterar la produccién de estos receptores.
Asi, el fosforamid6n, un inhibidor de la ECE, y que por tanto disminuye la produccién de
ET-1, incrementa el nimero de receptores de ET-1 (Clozel y col., 1993a), mientras que
los ésteres de forbol, a través de la activacién de la protefna kinasa C (PKC) disminuyen

la expresién de estos receptores (Resink y col, 1990).

1.2.5 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS RECEPTORES
DE ENDOTELINA.

Utilizando técnicas de uni6n covalente de afinidad (cross-linking) y posterior
electroforesis en geles de poliacrilamida ha sido posible caracterizar los sitios de unién de
las ETs en las membranas celulares. En todos los tejidos estudiados (Arjnbar y col.,, 1990;
Schvartz y col., 1990, 1991; de Juan y col., 1993), con este tipo de experimentos, se
obtienen dos bandas que corresponden a un peso molecular de, aproximadamente, 30 y
50 KDa. Experimentos posteriores en los que se utilizaron inhibidores‘ de Ia proteolisis,

permitieron demostrar que la banda de menor peso molecular corresponde a un producto
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de degradacion de la banda de 50 KDa (Kozuka y col., 1991). Por tanto, y puesto que no
existe evidencia de que a partir de los genes de los receptores de estos péptidos pueda
traducirse una proteina con un peso molecular de entre 30 y 35 KDa, los polipéptidos
caracterizados en los experimentos de unién covalente de afinidad que presentan pesos
moleculares de esta magnitud, se corresponden con productos de degradacién de dichos
receptores, que son ficilmente hidrolizables en su extremo amino—terr:njnal (Saito y col
1991).

Por otra parte, Nakajo y col. (1990) consiguieron solubilizér, utilizando una
mezcla de detergentes en condiciones poco agresivas, una forma no desnaturalizada del
receptor con un peso molecular de 340 KDa, lo que indica que en Ias membranas los

receptores de ETs deben encontrarse formando agregados con otros polipéptidos.
1.2.6 MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE LA SENAL.

Las rutas de sefializacién intracelular activadas por la unién de las ETs a sus
receptores (Fig. 4) han sido estudiadas en diversos tipos celulares, como en las células de
misculo liso vascular (Hirata y col., 1988), en células endoteliales (Warner y col., 1992),
en células mesangiales de glomérulo renal (Simonson y col, 1990) y en astrocitos
(Cazaubon y col., 1993).

En la mayor parte de los tejidos, la unién de las ETs a sus receptores activa la
fosfolipasa C (PLC). Existen evidencias de que este mecanismo de transduccién es
dependiente de una proteina Gg (Reynols y col, 1989; Warner y col, 1992). La
activacién de la PLC, que se produce de forma répida y transitoria al tratar las células
con ETs, genera diacilglicerol (DAG), e inositoltrisfosfato (IP3) mediaﬂte la hidrélisis de
fosfoinositidos de membrana. El DAG, desde la membrana plasmaitica, activa la PKC,
que es capaz de fosforilar numerosos sustratos dentro de la célula, m1entras que el IP3 se
une a receptores presentes en la membrana del reticulo endopldsmico abriendo canales
para el calcio, que permiten la liberacién de este ion dentro del citoplz;sma, desde estos
reservorios intracelulares.

Las ETs también son capaces de inducir la entrada de Ca®* extracelular en las
células, mediante la activacién de canales de Ca®* presentes en la mermbrana plasmadtica

(Yanagisawa y col.; 1988a). El Ca®* es el mensajero intracelular que media en la mayor
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parte de los procesos celulares desencadenados por las ETs, incluyendoE la contraccién de
las c€lulas musculares y la sintesis de 6xido nitrico (NO) (De Nucci y ciol., 1988). El NO,
un gas capaz de atravesar las membranas celulares, es producido a partir del aa L-
Arginina, por la 6xido-nitrico sintasa (NOS), enzima de la que existen tres isoformas
(Kuo y col, 1995). Una de estas isoformas es expresada por las-células nerviosas
(nNOS) y aparece en forma soluble en el citoplasma celular, otra es 'ex'presada por las
células endoteliales (eNOS) y, en su forma activa, se encuentra unida a las membranas
celulares, ambas isoformas se activan por la unién a Ca’*-calmodulina. La tercera
(INOS), es una enzima inducible, a diferencia de las dos anteriores que son constitutivas,
y se expresa en distintos tipos de células, en respuesta a diversos factores de crecimiento
y ciertas toxinas, en procesos relacionados con la infeccién e inflamacién de los tejidos.
Al tratarse de una sustancia difusible, el NO producido por una célula, puede actuar
sobre otras que se encuentren préximas, siendo de esta manera como .ejerce su funcién
vasorreguladora, asf el NO producido por las células endoteliales difunde hasta las
células del misculo liso vascular provocando su relajacién (Kuo y col,, 1995). El

incremento de la concentracién de Ca *

intracelular también es responsable de la
activacion del dominio tirosina-quinasa de receptores de membrana que inician la cascada
de sefializaci6n intracelular dependiente de la fosforilacién de proteinas en residuos de
tirosina que provocan las ETs (Cazaubon y col., 1993, Iwasaki y col., 1999).

Por otra parte, la unién de las ETs a su receptor provoca la alcalinizacién del
citoplasma celular, mediante un mecanismo estimulado por la PKC, que activa el
intercambio de iones H* y Na * con el exterior de la célula a través. de la membrana
(Gardner y col., 1989).

Otro sistema de transduccion de la sefial que las ETs desencadenan en las células
del misculo liso vascular (Reynols y col., 1989; Abdel Latif y col., 1991) y en las células
mesangiales (Simonson y colL, 1990}, es el producido por la activacién de la fosfolipasa
Ay, bien directamente a través de una proteina G o indirectamente debido al aumento del
Ca®, produciendo la liberacién de tromboxano A, (TXA,) y prostaciclina (PGI,).

También ha podido demostrarse que los receptores de ETs al unirse a sus
ligandos pueden interaccionar con otros tipos de proteina G, distintos de los que
intervienen en la ruta de la PLC, induciendo en unos casos, ¢ inhibiendo en otros, la
formacién de AMPc, un segundo mensajero que media en algunas de las reacciones de

las células en respuesta a las ETs (Eguchi y col., 1992).
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Fig. 4. Representacion esquemitica de las rutas de transduccion de 1a sefial tras las activacién
de los receptores de membrana de las ETs. (DAG) diacilglicerol, (ET) endotelina, (IP3)
inositoltrisfosfato, (NO) éxido nitrico, (NOS) 6xido nitrico sintasa, (PGI,) prostaciclina, (PKC)
proteina kinasa C, (PLA;) fosfolipasa A,, (PL.C) fosfolipasa C, (PLD) fosfolipasa D; (TXA,)
tromboxane A2 (modificado de Rubanyi y col., 1994).

Las cascadas de sefializacion intracelular activadas por las ETs no sélo dan lugar
a respuestas inmediatas, como la contraccién del musculo liso vascular, sino que también
regulan la expresion de diversos genes originando respuestas celulares de mas larga
duracién. Asi, se ha demostrado que las ETs activan la transcripcion de los genes de la
familia fos y jun (Simonson y col., 1992), que codifican proteinas que son factores de
transcripcion, y activan la expresion de numerosos genes celulares,l entre los que se
encuentran los de algunos factores de crecimiento (Ladenhein y col., 1993). De esta
manera, las ETs estimulan la sintesis de ADN y la proliferacién de varios tipos celulares
(Komuro y col., 1998), aunque su actividad mitogénica necesita, o es potenciada, por
varios factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Janakidevi y col., 1992), o la insulina
(Lonchampt v col., 1991).
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1.3. EFECTOS FISIOLOGICOS DE LAS ENDOTELINAS.

A pesar de que fueron aisladas y caracterizadas gracias a sus importantes
propiedades vasoactivas, las ETs presentan ademas otros efectos. fisiologicos y se

encuentran presentes en todos los sistemas y érganos estudiados.

1.3.1 SISTEMA VASCULAR.

La inyeccion intravenosa de ET-1 provoca una rapida y pasajera vasodilatacion,
seguida de una potente y duradera vasocoenstriccion, mayor que la producida por ningin
otro péptido endbgeno aislado hasta ahora. La vasodilatacion es debida a la activacion de
los receptores ETB, presentes en las células endoteliales, que provocan la liberacion de
factores vasorrelajantes como PGl y éxido nitrico (Yanagisawa y col., 1988b, De Nucci
y col.,, 1988). La vasoconstriccion, es producida por la unién de la ET-1 a los receptores
ETA presentes en las células de muisculo liso vascular, que se contraen en respuesta al
incremento de la concentracién de Ca® intracehzlar (King y coi., 1989). Se ha
demostrado, usando anélogos especificos, que la activacion de receptdres ETB también
provoca vasoconstriccion en algunos tipos de vasos (Webb y col., 1995).

Las ETs manifiestan un poderoso efecto sobre los vasos de pequefio calibre. En
los capilares, vénulas y arteriolas, la ET-1 ejerce un potente efecto vasoconstrictor,
mayor que el de la ET-3, indicando que es el receptor ETA, pﬁncipalrﬁente, el mediador
de dicha respuesta (Deng y col.,, 1991). Sin embargo, se ha descrito la existencia de
microvasos en los que ET-1 y ET-3 son equipotentes (Takaori y col., 1992), e incluso en
algunos casos la ET-3 presenta un mayor efecto vasoconstrictor que la ET-1, lo que
sugiere la presencia de receptores tipo ETC (Kurihara y col., 1992). De acuerdo con
estos resultados, estudios in vifro demuestran que las células endoteliales de los capilares
segregan ET-1, prox;ocando la contraccion, asi como la proliferacion de los pericitos
asociados, que presentan receptores de alta afinidad por la ET-1 (Takahashi y col., 1989,
Frelm y col, 1992). La inyeccion intravenosa de ET-1 produce el aumento de la
permeabilidad de los vasos en numerosos 6rganos (Filep y col,, 1991), aunque este

efecto no parece ser debido a una actuacién directa de la ET-1 sobre la pared vascular,
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sino que es mediado por otros factores, como el factor activante de plaquetas (PAF)
(Filep y col, 1991), o el péptido atrial natriurético (PAN) (Valentin y col, 1992), cuya
produccién es modulada por las ETs.

1.3.2 SISTEMA NERVIOSO.

Numerosos trabajos demuestran que las ETs estdn presentes en el sistema
nervioso de los mamiferos, en el que desempeiian funciones importantes. El ARNm de la
ET-1 ha sido localizado en el encéfalo humano y de otras especies (Lee y col,, 1990), en
neuronas de la médula espinal humanas (Giaid y col., 1989) yen distmtbs tipos de células
gliales de la rata (McCumber y col., 1990). Por otra parte, se ha detectado ET-1-IR y
ET-3-IR en la corteza cerebral humana (Ferndndez-Durango y col., 1994) y en el liquido
cefalorraquideo (Ando y col.,, 1991). Ademds, estdn presentes en el hipotdlamo desde
donde son transportadas hasta la hip6fisis posterior para su liberacién :(Simonson y col.,
1991). En lo que se refiere a los receptores, tanto el ETA como el ETB, estdn presentes
en el tejido neural de las distintas regiones del encéfalo y la médula espmal (Jones y col.,
1991; Ferndndez-Durango y col,, 1994), y en los ganglios del sistema ﬁcrvioso periférico
(Giaid y col., 1989). |

Las ETs regulan la circulacién en los vasos sanguineos que irrigan el sistema
nervioso (Siren y col, 1989), y se ha demostrado que ejercen una accién
vasoconstrictora al actuar sobre sus receptores ETA y una accién vasorrelajante
actuando sobre los receptores ETB en los vasos cerebrales humanos (Nilsson y col,
1997). Las ETs funcionan como neuropéptidos en el sistema newfoso. Uno de sus
efectos sobre el sistema nervioso central es la modulacién de la secrecién de algunas de
las hormonas del eje hipotdlamo-hipofisario. La ET-1 (Stojilkovic y col., 1990) y 1a ET-3
(Samson y col., 1991) estimulan, en la rata, la secrecién de gonadotropinas desde la
parte anterior de la hipdfisis y la liberacién de la vasopresina desde el hipotdlamo
(Shichiri y col, 1989). Ademis, de forma selectiva, la ET-3 mhxbe la liberaci6n de
prolactina en cultivos de células hipofisarias de rata (Samson y col., 1990). También se
ha descrito 1a accién despolarizante de las ETs en las neuronas de la médula espinal de
rata (Yoshizawa y col., 1989). En el sistema nervioso periférico, inhiben la secrecién de

neurotransmisores en las terminales simpaticas (Nakamura y col, 1989), y también
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activan la secrecién de acetilcolina en las neuronas parasimpéticas, a la vez que potencian
la contraccién del misculo liso intestinal inducido por las terminales parasimpaticas
(Wiklund y col., 1989). Las células gliales también son sensibles a lastTs. Los cultivos
de astrocitos producen ET-1 y ademds presentan los dos tipos de receptores de estas
hormonas (Ehrenreich y col., 1991); también se ha demostrado que las ETs tienen un
efecto mitogénico sobre estas células (McCumber y col., 1990; Battistini y col,, 1993),

actuando sobre los receptores ETA (Hama y col., 1992).

1.3.3 OTROS ORGANOS Y SISTEMAS.

A parte de sus efectos vasoactivos y neuromoduladores las ETs tienen una gran
importancia en la regulacién de otros muchos sistemas corporales. .

En el rifién, ademds de reducir intensamente el flujo sanguineo mediante la
vasoconstriccion de los vasos renales (Goetz y col., 1988), provocan una reduccién de la
tasa de filtracion glomerular y de la excrecién de Na* (Miller y col., 1989). Sin embargo,
se ha demostrado que la infusién sistémica de ET-1 provoca un aumento en el volumen
de orina, que es debido a una reduccién en la reabsorcién de agua en el tdbulo de las
nefronas (Goetz y col., 1988). Por otra parte, la ET-1 activa las cascadas de sefializacién
intracelular en las células mesangiales del glomérulo (Simonson y col., 1990)
produciendo su contraccién, a la vez que tiene una acci6n mitogénica sobre estas células
en cultivo (Badr y col., 1989). |

La ETs también desempefian una importante funcin en la reguiacién de diversos
sistemas hormonales. Por ejemplo, aumentan los niveles circulantes del péptido atrial
natriurético (PAN), de la renina, de la aldosterona, y de las catecolaminas (Goetz y col,
1988; Miller y col, 1989). También son secretadas por el tiroides que; ademds presenta
receptores para estos péptidos (Tseng y col., 1993). En los acinos del pancreas humano,
se han detectado los dos tipos de receptores, aunque todavia no se ha determinado que
funcién puedan tener (Hildebrand y col, 1993).

Las ETs ejercen una accién mitogénica sobre diversos tipos de éélulas en cultivo,
como las células de misculo liso vascular, los pericitos ;rasculiares, las células
mesangiales del glomérulo, los fibroblastos o las células gliales (McCumber y col, 1990;
Eguchi y col, 1992; Yamagishi y col, 1993). Su acci6n mitogénica, mediada principalmente
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por el receptor ETA, se ve incrementada cuando actiian en combinacidn con otros factores de
crecimiento como: el factor de crecimiento epidémmico (EGF), el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento transformante 8 (TGFp), por lo que
se ha sugerido que las ETs pueden actuar regulando la actividad dé estos factores de
crecimiento, mds que como agentes mitogénicos en s (ver Battistini 'y col, 1993, para
revision). |

Por otra parte, las ETs tienen una importante funcién organogenética que se ha
investigado mediante el desarrollo de ratones transgénicos deficientes en ;al gen de las ETs y
sus receptores. Los ratones deficientes para el gen de la ET-1 preschtan un desarrollo
anormal de los tejidos craneofaciales, asf como disfunciones cardiovasculares (Kurihara y
col,1994). Recientemente, en ratones deficientes para el gen del receptor ETA, se ha
comprobado que la ET-1 actia sobre estos receptores para controlar €l desarrollo de los
tejidos craneofaciales (Clouthier y col, 1998). En los ratones con defectos .en el gende la ET-
3 (Baynash y col, 1994) o del receptor tipo B (Hosoda y coL, 1994), se producen anomalias
en células derivadas de la cresta neural, como las neuronas de los ganglios mioentéricos, o los
melanocitos epidérmicos (Baynash y col,, 1994; Hosoda y col., 1994) a Ia vez que sugiere
que la ET-3 es el ligando natural del receptor ETB durante el desarrollo. ;

1.4. ENDOTELINAS Y OJO.

Las ETs tienen importantes funciones en el ojo, ya que se ha descrito su

implicacién en diversos procesos fisiolégicos y fisiopatolégicos en este 6rgano.
1.4.1 ESTRUCTURA GENERAL DEL 0JO.

El ojo es un 6rgano fotorreceptor con forma esferoidal (Fig.j 5). La pared del
globo ocular estd constituida por una capa corneoescleral extema,é una capa media
denominada dvea y una capa interna llamada retina.

La capa corneoescleral se subdivide en una regién anterior y transparente,
denominada cérnea, que permite el paso de la luz al interior de la estrﬁctura ocular, y la
esclera, blanquecina y opaca, que protege las delicadas estructuras intraoculares y sirve

de armaz6n para mantener la forma y consistencia del globo ocular.
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La capa media o Givea est4 constituida por la coroides, el cuerpo ciliar y el iris. La
coroides es la porcion vascular de la Gvea y esta situada rodeando a la retina. La coroides
se continua, en la parte anterior del globo ocular, con el cuerpo ciiiar cuya principal
funcion es controlar el didmetro y la forma del cristalino, que se encarga de dirigir y
enfocar la luz hacia la retina. La porcion anterior de la ivea es el iris, una delgada lamina
de tejido que se contintia con el cuerpo ciliar y que presenta una abertura central la
pupila, cuyo diametro puede ser variado gracias a la presencia de células contractiles, v

que, por tanto, funciona como un diafragma.

Eje visusl —-i EiP Optico

Cémara anterior.

Cima_ta
Conducto de Schlemm., PoSterar i
‘ , ' = Misculo ciliar

Conjuntiva
butbar
. Zbn
Crigtalino : em::a
M. recto
L™ extemo
‘ vitreo
M. recto o
interno
- Retina
Escierética

L

Fig. 5. Esquema de un corte meridional horizontal a través del ojo derecho (tomado de
Fawcet, 1988).

La retina contiene células fotorreceptoras que captan la luz, transformandola en
un impulso nervioso. Una cadena de neuronas de la propia retina transmite el impulso
generado hacia el nervio 6ptico. El disco optico, papila, o punto ciego es el lugar de la
retina por el que salen del ojo las fibras del nervio ptico. En el polo postenor del ojo,

coincidiendo con el eje wsual en la retina aparece una depresion en forma de embudo
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que se denomina fovea central o micula. En este lugar, las capas mds ilntemas de la retina
se encuentran desplazadas lateralmente, por lo que la luz llega directamente a los
fotorreceptores. Es la porci6n de la retina que proporciona mayor agudeza visual

La cavidad interna del globo ocular puede ser dividida en una cdmara anterior,
una posterior y una cavidad del vitreo. Cada una de ellas est{ rellena por un material
transparente, que ademds contribuye al mantenimiento de la forma y consistencia del ojo.
Las cdmaras anterior y posterior estdn conectadas por el orificio pupilar y contienen el
denominado humor acuoso, que circula y provee de nutrientes a las estructuras
anteriores del ojo. La cavidad vitrea, separada de la c4mara posterior por el cristalino y el
cuerpo ciliar, se encuentra rellena por un gel transparente y viscoso denominado humor

vitreo, que actlia como un soporte estructural para la parte posterior del 0jo.

1.4.2 SINTESIS Y LOCALIZACION DE LAS ENDOTELINAS EN
EL OJO.

Las ETs estin presentes en los distintos tejidos oculares, McCumMr y col
(1989) detectaron, mediante hibridacién in situ, el ARNm de estos pépt:idos en la cérnea,
la coroides y la retina de rata. Los mismos autores (McCumber y col., 1990) detectaron
la presencia de ET-1-IR y ET-3-IR en el iris, la coroides, la retina y eil cuerpo ciliar de
conejo. Chakravarthy y col. en 1994, mostraron la existencia de ET-1-IR y ET-3-IR en
todos los tejidos oculares humanos, de rata y de cerdo, excepto en la ¢cémea, la cual no
contiene ET-3-IR. La concentracién de ET-3-IR es significativamente fnayor que la ET-
1-IR en todos los tejidos del ojo, encontrdndose los niveles mds altos de ET-3-IR en la
coroides. Nuestro grupo ha demostrado la presencia de ET-1-IR y ET-3-IR en la retina
de rata (De Juan y col, 1993; 1995), siendo mayor la concentracién de ET-3-IR que la
de ET-1-IR. También se ha detectado ET-1-IR en él humor acuoso humano, a una
concentracién superior a la de la sangre (Lepple-Wienhues y col., 1992). Igualmente, se
ha comprobado que en cultivos de células endoteliales de los microvasps de la retina se
produce ET-1 (Takahashi y col, 1989). Utilizando técnicas de inmunohistoquimica
Wollesak y col. (1998), han localizado ET-1-IR en los vasos de la retina y en ¢l nervio
optico, pero no en la retina neural Sin embargo, Sitt y col. (1996): han descrito la
presencia de ET-1-IR y ET-3-IR en la capa plexiforme externa y en la capa de

!
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fotorreceptores de la retina humana y de rata. Estos resultados demuestran que las ETs
estdn presentes en el ojo, y sugieren que estos péptidos pueden tener un doble origen,
por una parte pueden acceder al ojo mediante la circulacién oftdlmica, y por otra pueden

ser sintetizadas por las células de los distintos tejidos oculares.

1.43 LOCALIZACION DE LOS RECEPTORES DE LAS
ENDOTELINAS EN EL 0JO.

Existe abundante bibliografia que demuestra la existencia de los receptores de las
ETs en ¢l ojo. Koseki y col. en 1989 detectaron, utilizando técnicas de autorradiografia,
receptores de ET en epitelio corneal, iris, cuerpo ciliar, coroides y retina de rata. Nuestro
grupo ha caracterizado la presencia de los dos tipos de receptores de ETs, mediante
técnicas de unién de radioligandos utilizando andlogos especificos, en membranas de la
retina neural (De Juan y col., 1993; 1995) y en los procesos ciliares (Ripodas y col,
1998) de la rata. Utilizando técnicas de autorradiografia, McCumber y col. (1994), han
localizado los receptores de estos péptidos en las distintas capas de la retina yenla
coroides, tanto en el ojo humano como en el de conejo, y han demostrado que el
receptor ETA es el mas abundante en los vasos retinianos y de la coroides, mientras que
los receptores ETB aparecen, en su mayoria, sobre las neuronas y células gliales de la
retina. De acuerdo con estos resultados, se ha caracterizado la presencia de receptores de
ET-1 en cuitivos de células endoteliales de los microvasos de la retina bovina (Takahashi
y col., 1989), al igual que en los pericitos retinianos, en los que los receptores son

abundantes y en su mayoria de tipo ETA (Ramarchandan y col., 1993).

1.4.4 ACTIVIDAD DE LAS ENDOTELINAS EN EL OJO.

Las ETs se han relacionado con varios procesos fisiolégicos en el ojo. Los
primeros trabajos realizados para determinar el efecto que las ETs tenfan sobre la
fisiologia ocular (McCumber y col., 1991), ya mostraron que estos péptidos producian
una amplia gama de respuestas en este 6rgano. La inyeccién intravitreal de ET-1 y ET-3
produce un prolongado descenso de la presiGn intraocular (PIO), asi como contraccién

del musculo liso de los vasos de la retina, de los procesos ciliares, y del iris en el conejo
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(McCumber y col., 1991). Estudios posteriores, sin embargo, muestran un patrén més
complejo en el efecto de estos péptidos sobre la PIO; asi, Taniguchi y col. (1994)
encontraron una respuesta bifdsica a la administracién intravitreal de ET-1 en el conejo,
la respuesta comienza con un incremento seguido de una disminucién prolongada en la
PIO.

Las ETs también actdan sobre el didmetro de la pupila; in :vitro producen la
contraccion de la pupila del conejo, sin embargo in vive provocan la dilatacién de la
pupila. La ET-3 ademds, inhibe la respuesta de la pupila a la luz (McCumber y col,
1991).

Los estudios en cultivos celulares demuestran que la ET-1 liberada por las células
del endotelio vascular provocan la contraccién de los pericitos y su proliferacién
(Yamagishi y col., 1993). Igualmente, este efecto se ha podido observar en los pericitos
de los vasos de Ia retina (Chakravarthy y col., 1992), cuya contraccién y proliferacién es
estimulada por la ET-1 actuando sobre los receptores ETA. Por :otra parte, se ha
demostrado, in vitro e in vivo, que la ET-1 y, en menor medida, la ET-3 producen
vasoconstriccién de los vasos de la retina de rata y conejo, y mediante el uso de andlogos
especificos se ha determinado que es el receptor ETA el responsable -de la disminucién
del calibre de los vasos (Takei y col., 1993; Bursell y col, 1995). Al igual que en otros
vasos, los vasos de la retina manifiestan una respuesta inicial de relajacién, previa a la
vasoconstriccion, frente a las ETs (Bursell y col., 1995); esta respuestales mediada por el
receptor ETB, situado en las células endoteliales, que produce la liberacién de NO y
PGI, (Namiki y col., 1992). :

1.5. LAS ENDOTELINAS Y LA DIABETES.

Diversos estudios apuntan la posibilidad de que las ETs puedan estar implicadas
en el desarrollo de las complicaciones asociadas a la DM. Algunos trab;ajos muestran que
los niveles de ET-1 en plasma estdn incrementados en pacientes diabéﬁcos (Takahashi y
col., 1990), asi como en ratas con diabetes inducida con STZ (Takeda y col., 1991). De
acuerdo con estos resultados, se ha comprobado que las arterias mesentéricas aisladas de
ratas diabéticas tienen una produccién basal de ET-1 signiﬁcaﬁvmncﬁte mayor que las

aisladas de ratas controles (Takeda y col., 1991). Por el contrario, existen otros estudios
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en los que no se detecta ese incremento, ni en humanos (Predel y col.,: 1990) ni en ratas
(Takahashi y col, 1991b). Algunos autores relacionan el incremento de la ET-1
plasmética con la severidad de las alteraciones producidas por 1; DM, jpor ejemplo se ha
encontrado una correlacién positiva entre la ET-1 en plasma y el nivel de albuminuria
(como marcador del dafio renal), la hipertensién (Haak y col., 1992), o la retinopatia
(Kawamura y col., 1992). También, nuestro equipo de trabajo, ha demostrado que en
pacientes con DM tipo II que sufren aterosclerosis, los niveles de ET-1 plasmdtica se
encuentran elevados, por 1o que la ET-1 podria ser un marcador del dafio endotelial
(Patifio y col., 1994).

La glucosa altera la secrecién de ET-1 por las células endoteliales, ya que en
cultivos de células endoteliales de aorta porcina, altas concentraciones de glucosa
disminuyen la produccién de ET-1 (Hattori y col., 1991), mientras que concentraciones
ligeramente inferiores incrementan la secrecién de ET-1 en cultivos de células
endoteliales de aorta bovina y de células mesangiales de glomérulo (Yamanuchi y col.,
1990). |

Por otra parte, la insulina estimula la produccién de ET-1 en cultivos de células
endoteliales de aorta porcina (Hattori y col,, 1991), a la vez que incrementa la expresién
del ARNm de la ET-1 en cultivos de células endoteliales de aorta bovina (Oliver y col,
1991). Sin embargo, estudios in vivo han demostrado que el tratamiento con insulina
reduce el efecto vasoconstrictor de la ET-1 sobre la circulacién rcﬁal, atenuando la
respuesta de las células de misculo liso vascular al Ca?" intracelular (Inishi y col, 1994),
y corrige en parte la sobreexpresién del ARNm de la ET-1 en el glomérﬁlo (Fukui y col,
1993) de ratas con diabetes experimental

La densidad de receptores de las ETs se encuentra alterada en los tejidos de
animales con diabetes experimental inducida con STZ. Las membrana".s de corazén de
ratas diabéticas presentan una menor densidad de receptores de ET-1, a los tres dias de
la induccitn de la diabetes con STZ, que las membranas procedentes de ratas controles
(Nayler y col., 1989). Por el contrario, en membranas procedentes de la préstata de ratas
que se mantuvieron diabéticas ocho semanas se produce un aumento en la densidad de
los receptores de ET-1 (Saito y col, 1996a), aunque la proporci(";n de receptores
ETA/ETB, determinada usando anélogos especificos, se¢ mantiene coristante en ambos
grupos de animales. En el rifién, en las membranas de los vasa deferens de ratas

diabéticas también se produce un incremento de la densidad de sitios de unién de ET-1,
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respecto del grupo control. Este aumento, es corregido con el tratamiento con insulina
(Saito y col., 1996b). |

Estos receptores, deben regular importantes procesos durante el desarrollo de las
alteraciones asociadas a la diabetes, pues, como han demostrado Nakamura y col
(1996), 1a sobreexpresién de diversos factores de crecimiento y de proteinas de la matriz
extracelular, que se produce durante la diabetes en el rifién, es b;loqueada por un
inhibidor selectivo del receptor ETA. También el bloqueo de ambos :rcceptores de las
ETs con un antagonista no selectivo previene la proteinuria asociada a la nefropatia
diabética en la rata (Benigni y col, 1998). ‘

Por dltimo, el efecto fisiolégico de las ETs en diversos tejidos se ve alterado
como consecuencia de la diabetes experimental; asi, en respuesta a la ET-1, en las ratas
diabéticas disminuye la contraccién de la arteria aorta (Fulton y col,, 1991), desciende el
flujo sanguineo en el nervio Gptico (Kihara y col., 1995) y en los gilt)mérulos renales
{Awazu y col., 1991), se produce un incremento de la deposicién de matriz extracelular
en la médula renal, o la pérdida de la autorregulacién del flujo sanguineo en los capilares
glomerulares (Benigni y col., 1998).

El incremento de la secrecién de las ETs, unido a un cambio en el niimero de sus
receptores, junto con la relevante funcién que esta hormona desempeﬁ;; en la regulacion
de distintos procesos fisiolégicos, hacen que estos péptidos sean buenos candidatos
como mediadores en el desarrollo de las complicaciones asociadas a la DM, tales como

Ia retinopatia, la neuropatia, la nefropatia y las alteraciones macrovasculares.

1.6 LAS ENDOTELINAS Y LA RETINOPATIA
DIABETICA.

1.6.1 ORGANIZACION DE LA RETINA Y RETINOPATIA
DIABETICA.

La retina es un tejido que cubre la cara interna de los dos tercios posteriores del
globo ocular. Est4 formada por varias capas de tejido neuronal intimamente adherido a

una monocapa de células epiteliales pigmentarias (Fig. 6). |
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Fig. 6. Dibujo esqueindtico de las capas de la retina humana (tomado de Wheater y col., en
Histologia Funcional, 1987).

En la retina existen tres tipos de células: las células del epitelio pigmentario, las
neuronas y las células de soporte o neurogliales. Histolégicamente se suelen distinguir
diez capas en la retina. La m4s externa es la capa de células pigmentarias, que limita con
la coroides. La siguiente capa es la de conos y bastones, los fotﬁneceptores. Una
delgada ldmina, llamada membrana limitante externa, separa los fotorreceptores de una
densa capa de nacleos denominada capa de nidcleos externa, que conlticnc los cuerpos
celulares de los conos y bastones. A continuacién aparece la capa plexiforme externa
donde se sitdan las conexiones sindpticas entre los cortos axones de las células
fotorreceptoras y las fibras de las neuronas de conéxién (células Bipolarcs, células
amacrinas y células horizontales), cuyos cuerpos celulares forman la:llamada capa de
micleos interna. La siguiente es la capa plexiforme interna, donde las células de conexién
hacen sinapsis con las dendritas de neuronas cuyos cuerpos celulares forman la capa de

células ganglionares y cuyos axones se dirigen hacia el nervio 6ptico, :formando la capa
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de fibras del nervio 6ptico. Finalmente la membrana limitante interna separa a la retina
del humor vitreo. La distribucién de los vasos en la retina es diferente en las distintas
especies de animales de investigacién. En algunas, como la rata, el celrdo, el ratén, o el
mono, existe una densa red de vasos sanguineos en las capas mds internas de la retina,
mientras que el cobaya no presenta vasos en el interior de la retina. Un caso intermedio
es el conejo que s6lo posee vasos en la superficie interna de la retina. En la retina
humana, la capa plexiforme externa, la capa de ndcleos externa, y la capa de
fotorreceptores carecen de vasos sanguineos. Esta porcién de la retina se abastece de
capilares de la coroides. Los nutrientes atraviesan el epitelio pigrnentz'uio y penetran en
los espacios intercelulares de la retina neural externa. Las capas internas de la retina se
alimentan de los vasos retinianos, procedentes de la arteria retiniana central que penetra
en ¢l globo ocular acompaifiando al nervio 6ptico. El entramado capM derivado de este
origen se encuentra en la capa de fibras del nervie 6ptico y en la capa plexiforme interna,
y los vasos penetran hasta la capa de niicleos interna (Engerman y col,, 1982; Anderson y
col, 1995).

La retina es un tejido con una gran actividad metabdlica y, por este motivo, es
muy sensible a las disminuciones en el aporte de oxigeno, que provocan en este tejido
una acusada alteracion funcional. La hipoxia crénica que se produce en algunas
patologias como la DM, a consecuencia de la disminucién del : flujo sanguineo,
desencadena en el ojo y en otros 6rganos una reaccién compensatoﬁa que lleva a la
formacién de nuevos vasos o angiogénesis. Este mecanismo, que trata de amortiguar los
dafios funcionales que se producen en el tejido, lejos de solucionar el problema, da lugar
en Ia retina de los individuos diabéticos a una serie de procesos patolégicos que
constituyen la denominada retinopatfa diabética (Guyton, 1989). .

En pacientes diabéticos, a partir del momento en que comienzan a observarse
anomalias retinianas, la retinopatia diabética evoluciona en dos fases, ;en funcién de las
lesiones que pueden observarse en la retina. La primera de estas fases se denomina
retinopatia diabética no proliferativa y, como describen Aiello y :col. (1996), las
manifestaciones iniciales de esta patologia estdn relacionadas con una alteracién del tono
vascular, lo que provoca cambios en el flujo sanguineo en la retina. Numerosos estudios
demuestran que, incluso en los estadios més tempranos de la retinopatia diabética, el
flujo sanguineo retiniano disminuye, aunque otros estudios no detectén ningin cambio

(Aiello y col., 1996). En contraste, la mayoria de los trabajos publicados coinciden en
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que la autorregulacién del flujo sanguineo en la retina se encuentra al:terada, incluso en
pacientes diabéticos en los que adn no se detecta ninguna de las anomajias caracteristicas
de la retinopatia (Aiello y col, 1996). Estas alteraciones, a nivel celular, parecen estar
relacionadas con la desaparicién, en fases muy tempranas de la retinopatia, de los
pericitos retinianos, células que actdan como soporte de las célula.é endoteliales. La
pérdida de pericitos puede provocar cambios en las células endotclialés a las que estdn
asociadas, que mds tarde terminan por originar otras complicaciones, como las
alteraciones de la permeabilidad vascular. Con el progreso de la enferfnedad, aparece la
evidencia clinica de la presencia de retinopatfa no proliferativa. Los signos cldsicos son:
los microaneurismas; las anormalidades venosas, descritas como vasos con un calibre
irregular y un trazado sinuoso; y los edemas y hemorragias en Ia retina, que originan
exudados de color blanco-amarillento y con forma globular o de anillo. También, durante
esta fase, se produce la oclusién de algunos de los vasos sangul’neds, lo que origina
isquemia en la retina. El incremento de la isquemia retiniana, puede se;r la sefial para Ia
produccién, por parte de las células, de factores vasoproliferativos que dan lugar a la
formacién de los nuevos vasos que se observan en la segunda fase de Iafenfermcdad.

La segunda fase se denomina retinopatia diabética proliférativa y se caracteriza
por el desarrollo de lesiones severas de la retina relacionadas con la proliferacién celular.
En esta fase, se produce la activa formacién de nuevos vasos en la superficie de la retina,
que comienza con la formaci6n de ramificaciones en forma de horquilla o de lazo de los
vasos preexistentes. La neovascularizacién de la retina ocurre con mayor frecuencia en
los vasos temporales y en el disco 6ptico. Los nuevos vasos carecen de recubrimiento de
tejido conectivo y frecuentemente originan hemorragias en el limite entre la retina y el
humor vitreo. Estas hemorragias provocan, a menudo, la pérdida dc:e agudeza visual
(Aiello y col., 1996). Los vasos an6malos se extienden con frecuencia por ¢l interior de
la retina y el humor vitreo. Otra alteracién caracteristica de esta fase es la proliferacién
glial, que conlleva la aparicién de células gliales alrededor de los vasos de nueva
formaci6n, aunque también se produce en zonas sin neovascularizacién (Aiello y col.,
1996). El tejido glial que acompafia a los nuevos vasos puede contraerse y provocar la
traccién de la retina. Esta traccién puede alterar la arquitectura de la retina, y provocar
hemorragias en el humor vitreo y desprendimiento de retina. En las fases finales, muy
severas, de la retinopatia diabética este nuevo tejido fibrovascular provoca un completo

desprendimiento de la retina, contrayendo la retina en una configuracién con forma de
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embudo alrededor de la micula. Si no se tratan estas complicaciohes provocan una
severa, € incluso total, pérdida de visién (Aiello y col., 1996). .

Un objetivo primordial, en el campo de la investigacién de la DM y sus
complicaciones, es reproducir en animales de experimentacién las lesiones caracteristicas
de los vasos retinianos que se producen en la DM humana, para ppder clarificar las
causas y el origen de la retinopatia y ensayar posibles métodos de tréa.tamiento. Se han
disefiado varios modelos experimentales en animales de laboratorio que intentan
reproducir las alteraciones vasculares encontradas en la retina de los papientes diabéticos.
Sin embargo, aunque muchas de las lesiones que se observan en la retina humana pueden
reproducirse en diversos modelos experimentales, a la hora de extrapolar los resultados,
debe considerarse la diferente estructura anatémica del ojo en las diferentes especies, y
comprobar que las alteraciones observadas son, efectivamente, las mismas que las que se
producen en los humanos diabéticos. Uno de los modelos m4s utilizado es el obtenido al
administrar STZ a ratas y otros pequefios animales de laboratorio, como ratén o hdmster.
En la diabetes inducida en la rata mediante la inyeccién de STZ, se broducen lesiones
similares a las que se desarrollan en humanos durante la retmopatia no proliferativa,
comb microaneurismas (Leuenberger y col, 1971), vasodilatacién venosa (Sosula y col.,
1972), disminucién del ntimero de pericitos y cambios en la membrana i)asal de los vasos
(Cunha-Vaz y col, 1975). Sin embargo, en ningiin caso se ha descrito el desarrollo de
neovascularizacién en la retina de ratas diabéticas (Engerman y col., 1982). Esto podria
ser debido a que las ratas diabéticas no viven lo suficiente para desarrollar la retinopatia
proliferativa (Hammes y col., 1998), aunque también se ha sugerido que pueden existir
factores antiangiogénicos en la retina de las ratas adultas, que evitan la
neovascularizacién, ya que, en la retina de ratas recién nacidas sometidas a condiciones
de hipoxia, si se produce neovascularizacién (Reynaud y col, 1994).

La retinopatia proliferativa se puede reproducir de forma experimental en perros
y monos. En estos animales, tras periodos de hiperglucemia superiores a los tres afios, se
produce neovascularizacién principalmente en el interior de la retina, mas que en la
superficie o en el humor vitreo como ocurre en humanos (Engerman y col., 1965;
Bresnick y col, 1976).

En la actualidad, la secuencia de acontecimientos gue ocurren en la retina
diabética es parcialmente desconocida y aiin no se han determinado las relaciones causa-

efecto de muchos de los procesos que en ella tienen lugar. Por otra parte, se trata de un
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campo de la investigacion en el que se estdn haciendo grandes esfuerz?os, puesto que los
estudios clinicos demuestran que el porcentaje de pacientes diabéticos que desarrollan
retinopatfa, aumenta proporcionalmente con el tiempo de duracién de la enfermedad, y
que tras 15 afios de padecer la DM, pricticamente el 100 % de los indlividuos diabéticos
desarrolla esta patologfa en alguna de sus fases (L.’Esperance y col., 1983; Aiello y col.,
1996). '

1.62 LESIONES VASCULARES EN LA RETINOPATIA
DIABETICA. '

A nivel celular, dos cambios importantes tienen lugar en jla pared de los
microvasos retinianos durante la DM. Por una parte, se produce una disminucién en el
nimero de las células que forman los vasos sanguineos, especiéllmente hay una
disminucién en el nimero de pericitos {Cogan y col., 1961), unas ;:élulas de origen
mesodérmico que estdn adosadas a la membrana basal de los capilares, y que rodean a las
células endoteliales que forman la pared de estos vasos. Los pericitos', tienen capacidad
para contraerse por lo que se considera que su principal funci6n es controlar el calibre de
los capilares. Sien los vasos sanos la proi)orcién de pericitos frente a células endoteliales
es 1.1, en los individuos diabéticos se detecta una disminucién de la proporcién de
pericitos en fases tempranas de la DM. La posterior desapariciéﬁ de las células
endoteliales de los vasos, en el curso de la enfermedad, da lugar a la formacién de los
llamados capilares acelulares (Ashton, 1963), que tienen una funcién capital en la
evolucién de la retinopatia, pues en ellos el riego sangufneo estd dificultado y, donde se
originan, se produce isquemia y neovascularizacién.

No estd suficientemente claro si la desaparicién de las células de los capilares
retinianos €s una consecuencia o la causa de la oclusién de los capilares que da lugar a la
1squemia de Ia retina. Existen datos que sugieren que la desaparici6n de los pericitos es
una consecuencia de la isquemia retiniana puesto que, en los microvasos del nervio
éptico y de la corteza cerebral, la pérdida de pericitos a consecuencia de la DM no se
produce, o al menos no es tan rdpida como en la retina. Estos hallazgos sugieren que la
desaparicién de los pericitos se debe a cambios locales en la retina, ﬂrobablemente de

tipo hemodindmico (Engerman, 1989). En contraposicién, existen indicios de que la
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disminucién de los pericitos no se produce a consecuencia de 10s cambios en la
circulaci6n retiniana (Lorenzi y col, 1991): en primer lugar, los pericitos no estdn en
contacto directo con la luz de los vasos, sino que se sitdan rodeando a las células
endoteliales, por lo que estdn m4s alejados de la luz del vaso que las Cf:élulas endoteliales
~ que, sin embargo, resisten mejor las alteraciones metabdlicas de la DM; en segundo
lugar, 1a pérdida de pericitos se sigue produciendo incluso después del l;:ratamiento de los
pacientes diabéticos, cuando las alteraciones circulatorias se han corregido. En este
sentido, se ha propuesto que la DM altera la actividad mitogénica de las células
endoteliales y los pericitos de los capilares, y que su desaparicién podri.fa ser debida, por
una parte, al efecto t6xico del metabolismo alterado por la diabetes;y, por otra, a la
pérdida de la capacidad de divisién de estas células (Lorenzi y col., 1991).

La segunda alteracién histolgica que se produce, como conseciuencia de la DM,
es el engrosamiento de la membrana basal de los capilares de la retina, producida por las
alteraciones en el proceso de sintesis y degradacion de sus componentes, especialmente
en lo que se refiere a la degradacién de las proteinas, dificultada porque éstas sufren una
glicosilacién no enzimética en la DM, y porque disminuye la produccién de las enzimas
encargadas de su degradacién (Nyengaard y col., 1997). Esta alteraci6n se ha observado
en los capilares de la capa de fibras nerviosas, la capa plexiforme interna y Ia capa
plexiforme externa, que son las capas vasculares de la retina de rata éAnderson y col,

1995).
1.6.3 ALTERACION DE LA BARRERA HEMATORRETINIANA

El concepto de barrera hematorretiniana es andlogo 'al de barrera
hematoencefélica. Los vasos retinianos presentan una elevada impermeabilidad, similar a
la que presentan los vasos que riegan el sistema nervioso central, que es muy superior a
la de los vasos de otras regiones del cuerpo. La barrera hematorretiniana se localiza a
dos niveles: existe una barrera externa formada por el epitelio pigmentario de la retina
que aisla a la retina de los vasos de la coroides, y una barrera interna formada por las
células endoteliales de los vasos de las capas mds internas de la retina (Cunha-Vaz y col.,
1966). La alteracion de la barrera hematorretiniana, con un aumento de su

permeabilidad, ha sido establecida como uno de los eventos fisiopatolégicos mis
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tempranos que tienen lugar en la retina de individuos diabéticos. Este: incremento de la
permeabilidad se ha demostrado usando técnicas de angiografia con fluoresceina en
humanos (Cunha-Vaz y col.,, 1975) y en ratas tratadas con STZ (Waltman y col., 1978).
De acuerdo con estos resultados, Ishibashi y col. (1979) han descrito los cambios
ultraestructurales que se producen en las células endoteliales de los capilares de la retina
como consecuencia de la DM, demostrando que un mes después de la induccién de la
diabetes con STZ, las uniones intercelulares de las células endoteliales comienzan a
alterarse, permitiendo la salida desde los vasos del marcador utilizado. Estas alteraciones
son anteriores al engrosamiento de la membrana basal de los capilares y a la disminuci6n
del nimero de los pericitos, que marcan el comienzo de la angiogénesis en la retinopatia
diabética. !

Estos cambios en la permeabilidad de la barrera hematortetiniana se han
relacionado con las altas concentraciones de glucosa plasmética mediante varios
mecanismos, ¢omo la alteracién de las rutas metaboélicas de la degradacion de la glucosa
(Winegrad y col., 1986) o la alteracién de la presién osmética (Kaneko y col.,1990),
pero también parecen estar implicados en estos procesos algunos factorﬁ:s de crecimiento
y hormonas que resultan alterados por la DM y que se sabe que actﬁan; sobre las células

endoteliales.

1.6.4 FACTORES DE CRECIMIENTO IMPLICADOS EN LA
RETINOPATIA DIABETICA

Profundos cambios bioquimicos deben preceder a los cambios fisiopatolégicos y
morfolégicos que tienen lugar en los vasos durante la retinopatia diabética, y existen
miiltiples hipétesis que relacionan estas alteraciones con toda una seric de factores
vasoactivos y factores de crecimiento. La primera de estas hip6tesis fue la enunciada por
Michaelson en 1948, segiin la cual, Ia retina neural, ante la hipoxia producida por Ia
isquermia, libera un factor angiogénico responsable de la retinopatia proliferativa.

En la actualidad, todavia se sigue investigando la naturaleza de ese factor y los
mecanismos por los que se altera su produccién, sin que se haya llcgadd a tener una idea
clara de su origen y su mecanismo de accién. La primera hormona a la qﬁc se atribuyé la

responsabilidad de la proliferacién vascular en la retina fue a la hormona de crecimiento
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(GH), debido a que se comprobé que la extirpacién de la hip6fisis provbcaba una mejoria
en la retinopatia proliferativa (Lundbaek y col., 1970), aunque esta hipétesis se deseché
ante la demostracion de que es la propia retina la que produce los factores responsables
del crecimiento de nuevos vasos (Glaser y col., 1980). Igualmente, se ha sugerido la
intervencién del factor de crecimiento semejante a insulina I (IGF-I}, que se encuentra
elevado en el humor vitreo de pacientes con retinopatia proliferativa (Grant y col., 1986),
y que en la retina de conejo actia como un agente angiogénico (Grz:mt y col., 1993).
También ejercen una potente accién vasoproliferativa (Gospodaroiwicz, 1991), los
factores de crecimiento de fibroblastos 4dcido y bésico (aFGF y bFGF)E, que ademis han
sido detectados en la retina de individuos que presentan retinopatia (Rf;:ygrobellet y col,
1991). En los iltimos afios, se ha desarrollado una intensa actividad inizestigadora sobre
la accién angiogénica de los miembros de la familia del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF). Estos péptidos poseen unas caracteristicas que les sefialan
como mediadores de primera magnitud en la retinopatia diabética puesto que:
incrementan la permeabilidad de los capilares (Keck y col., 1989), su produccién se eleva
en situaciones de hipoxia (Ferrara y col, 1992), su presencia aumenta en el humor vitreo
y acuoso de pacientes con distintos grados de retinopatia (Aiello y c;ol., 1994), y por
dltimo, presentan abundantes receptores en las células endoteliales (Thieme y col., 1995),
sobre las que tienen una actividad mitogénica muy especifica (Dvorak y:col., 1995). A su
vez, se ha sefialado que los inhibidores de la angiogénesis deben desempefiar una funcién
importante en la regulacién de la formacién de nuevos vasos sanguineoé. Aunque en este
campo de investigacién se ha trabajado mucho menos que en el de los :é.ctivadores, se ha
descrito la inhibicién de la proliferacién de las células endoteliales :por pericitos en
cocultivo, y que este efecto, es mediado por el factor de crecimiento: transformante B
(TGF-B) (Antonelli-Orlidge y col, 1989), sugiriendo que el proceso de la
neovascularizacién es el resultado de la pérdida del equilibrio entre factores activadores e
inhibidores de la angiogénesis. Es posible que estos factores de crecimiento no actden en
una fase temprana de la retinopatia ni sean los responsables de la Mpoﬁa y de los dafios
en la retina, smo que son liberados en respuesta a las perturbaciones que originan esta
patologia, con la funcién de generar nuevos vasos que reduzcan la situacién de hipoxia
en las partes afectadas de la retina. Ademds, es muy posible, que exist;a.n otros factores
de crecimiento implicados en estos procesos que atin no han sido investigados lo

suficiente, pero gue en el futuro pueden arrojar nueva luz sobre este tema.
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1.6.5 IMPLICACION DE LAS ENDOTELINAS EN LA
RETINOPATIA DIABETICA.

Los datos de los que disponemos en la actualidad indican qucj: las ETs no s6lo
tienen una importante funcién en la regulacion del funcionamiento normal de la retina,
sino que también actdan a distintos niveles en el desarrollo de la retinopatia diabética.

Estudios in vivo demuestran que la inyeccién intravitrea de ET-1 provoca
vasoconstriccién en los vasos de la retina de conejo (Takei y col, 1993), actuando,
principalmente, sobre los receptores ETA. Por otra parte, estudios inI vitro demuestran
que las células del endotelio vascular de la retina producen ET-il, y que existen
receptores ETA en los pericitos retinianos (Takahashi y col., 1989)? indicando que
también los microvasos deben responder a la ET-1. Por otro lado, existen datos que
sugieren que el efecto de las ETs sobre los vasos de la retina es muy sensible a los
cambios metabdlicos producidos durante la DM. En este sentido, se ha demostrado en
los pericitos la disminucién de la capacidad de la ET-1 para activar la PKC cuando se
cultivan en presencia de una elevada concentracién de glucosa (De la Rubia y col,
1992), aunque no se detecta ningiin cambio en la afinidad o el ndmero' de receptores. Si
este proceso tuviese lugar in vivo, podria estar implicado en la dilatacin capilar y otras
disfunciones que se producen en las primeras fases de la retmopé;fa diabética. De
acuerdo con estos datos, Bursell y col. (1995) han mostrado que el efecto
vasoconstrictor de la ET-1 en la retina de ratas diabéticas es 10 -veces menor en
comparacion con el observado en las ratas controles. También es conocido que las
cflulas endoteliales en cultivo incrementan la produccitén de ET-1 en presencia de altas
concentraciones de glucosa (Yamanuchi y col., 1990; Chakravarthy y cbl., 1997), 1o que
sugiere que, en las primeras fases de la DM, las elevadas concentraciones de glucosa
deben provocar una vasoconstriccién inicial, debida al incremento de la,secrecién de ET-
1, seguida de una pérdida de la capacidad de los pericitos para respondisr a ET-1, lo que
irfa acompaifiado de vasodilataci6n, especialmente si la elevada conceliltracién de ET-1
provoca en los pericitos una disminucién del nimero de recei)tores de ET-1
(Ramarchandan y col., 1993). :

Otro hallazgo importante es que las ETs aumentan la permeabi];idad de los vasos

sanguineos (Filep y col, 1991) y, aunque no aparece en la bibliografi’a ningdn estudio
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realizado en los vasos retinianos, ni existen datos que reflejen si esta funcién de las ETs
se ve alterada en animales diabéticos, existe la posibilidad de que estos péptidos estén
implicados en la alteracion de la barrera hematorretiniana que se produce en la DM. Por
otra parte, se ha demostrado que la insulina incrementa la sintesis y lIa liberacién de ET-1
por las células endoteliales (Hu y col, 1993, Chakravarthy y col., 1997), asi como la
expresion de sus receptores en los pericitos y células de miisculo liso vascular (Frank y
col, 1993; McDonald y col., 1995), lo que podria estar relacionado con la continuacion
y el agravamiento de la retinopatia diabética en los pacientes tratados con insulina.

Otro interesante campo de estudio es el efecto de la DM sobre la retina neural.
En este sentido, es interesante sefialar que las células gliales de la retina tienen una
importante funcién en la génesis de las alteraciones hemodindmicas que se producen en
la retinopatfa en pacientes humanos ya que, recientemente, se han puesto de manifiesto
alteraciones en el funcionamiento de las células de Miiller de pacientes diabéticos
(Mizutani y col., 1998), y es conocido que dichas células liberan factofes que regulan el
flujo sanguineo, la permeabilidad vascular y la supervivencia de las neuronas en la retina
(Newman y col, 1'996). Por otra parte, se ha podido demostrar que el material que
ocluye los vasos sanguineos de la retina en la DM es de origen glial, lo'que indica que la
proliferacién de estas células estd directamente implicada en las alteraciones del flujo
retiniano (Toke, 1997). La hipoxia o las alteraciones metabdlicas qﬁe sufre la retina
generan alteraciones del funcionamiento normal de las células nerviosasf 0 gliales, lo cual,
en referencia al sistema de las ETs, podria suponer un cambio en la: sintesis de estos
péptidos, o bien en el nimero, la proporcién, o la distribucién de sus receptores, gque
estdn presentes en estas células (Battistini y col., 1993; Ehrenreich y dol., 1991). Estos
péptidos, actuando sobre sus receptores, funcionan como neuromdduladorcs en el
sistema nervioso, y podrian tener una importante funcién en la ﬁsijopatologia de la

retinopatia diabética.
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2. OBJETIVOS.

El objetivo global de esta tesis es avanzar en el conocimiento de las
caracteristicas bioquimicas y de la regulacién de los receptores de endotelina en la
retina de la rata, y de las posibles alteraciones que en la densidad y; la proporcién de
dichos receptores pueden producirse como consecuencia de la diabetes y de su
tratamiento. |

Especificamente, utilizando como material biolégico los tejidos procedentes de
tres grupos de animales (ratas con diabetes inducida con STZ, ratas con diabetes
inducida con STZ tratadas con insulina, y ratas controles), nos propusimos abordar el

estudio de los siguientes aspectos:

1- Determinacién de la constante de disociacién (Kd) y de la densidad de sitios de uni6n
(Bmax) de la ET-1 y la ET-3 en la retina neural de rata a los 15, 45, y 90 dias de Ia
induccién de la diabetes con STZ y comparacién de estos pardmetros entre los tres

grupos de animales.

2- Determinacién de la proporcién de los dos tipos de sitios de unién de las ETs
presentes en la retina neural de rata a los 15, 45, y 90 dias tras la induccién de la

diabetes con STZ y comparacién de los resultados entre los tres grupos de animales.

3- Determinacién del peso molecular de los sitios de unién de la ET-1 y de la ET-3
presentes en las membranas de retina de rata, en los tres grupos de animales, a los 90

dias de la induccién de la diabetes con STZ.

4- Determinacién de la distribucién de los sitios de unién de las ETs en las distintas
capas de la retina de las rata y comparacién de esta distribucién entre los tres grupos de

animales a los 90 dias de 1a induccién de la diabetes con STZ.

3- Determinacién de la distribucién de la ET-1-IR en la retina de los tres grupos de

animales, a los 90 dias de la induccidn de 1a diabetes con STZ. ‘

i

i
I
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3.1. APARATOS Y REACTIVOS.
3.1.1 APARATOS.

Para homogeneizar el tejido se utilizan homogeneizadores cénicos de cﬁstal delS ml

Las centrifugaciones realizadas para la preparacién de membranas se realizan en una
centrifuga Minifuge T de Heraeus y una ultracentrifuga Sorvall RC-5C de Dupont.

La valoracion de proteinas se realiza midiendo la absorbancia con un espectofotémetro
Pye Unicam SP6-550 UV/VIS de Phillips. I

Para realizar las electroforesis se utiliza una fuente de alimentacién LINUS modelo 3540
conectada a un una cubeta de electroforesis tipo “precast gel system mini-cell” también de
LINUS.

Los geles utilizados en la electroforesis fueron minigeles de Tris/glicina con un 10% de
poliacrilamida suministrados ya polimerizados por Linus (minigel EC6015 10 well de 1.0 mm
de LINUS), con una zona de concentracion de 1 cm.

Para hacer los cortes histol6gicos en congelaci6n se utilizé un criostato modelo HM505E
de Microm.

La determinacion de la glucemia se realizé con‘un glucosimetro de tiras reactivas One
Touch II de Lifescan.

Los portaobjetos viselados, limpios y desengrasados se obtuvieron de Hirschmann
Laborgerate. '

Las preparaciones histolégicas se analizaron y fotografiaron con un microscopio
Photomicroscope III de Zeiss con condensador de campo oscuro y ca:ﬁpo claro.

Para digitalizar los negativos de las imigenes de microautorradiografia se utiliza un
escdner tipo LKB Image Master de Pharmacia. .

Para el andlisis de los resultados de los experimentos de unién de la endotelina a sus
receptores en las membranas de retina se utilizan los programas EBD.A y LIGAND de
G.A. MacPherson (Elsevier-BIOSOFT).

El anélisis densitométrico de las microautorradiografias y las electroforesis se realiza con
el programa Image Master versién 1.0 de Pharmacia. '

Para analizar los resultados de los experimentos de inmunohistoquimica usamos la
aplicacién informdtica Leica Qwin (Leica microscopy systems Ltd.) y una videocdmara

digital (Leica DC100) montada sobre un microscopio y conectada a un ordenador
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personal.
Para el andlisis estadistico de los resultados se utiliza el programa infor}nético SPSS para

Windows versién 6.0.

3.1.2 REACTIVOS.

Las hormonas marcadas con Iodo 125 ['* 1] utilizadas en los ensayos son la Endotelina-
1 y la Endotelina-3, se obtuvieron de Amersham International y poséen una actividad
especifica de 2000 Ci/mmol. :

Los péptidos Endotelina-1, Endotelina-3, BQ123 (ciclo-(D-Asp-Pro-D-Val-Leu-D-Trp),
y Sarafotoxina 6 ¢ (S6c), ademds del antisuero de conejo anti-endotelina-1 utilizado en el
RIA, se obtuvieron de Peninsula Laboratories.

Las ratas se trataron con la insulina Lente (bovina/porcina) generosa:ﬁente donada por
Novo-Nordisk.

Los filtros Whatman GF/C, utilizados para la filtracién, se obtuvie}on de Whatman
International, y el sistema de vacio utilizado para filtrar las membranas celulares es el
Vacuum Manifold (modelo 1225) de Millipore. ! |

El Tris-HCl (Trizma hidroclorhidre), Tris-base (Trizma base), ﬁﬂﬂbidores de la
proteolisis (aprotinina, fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF), pepstatina), la bacitracina, la
albimina de suero bovino (BSA), glicina, sodio dodecil sulfato (SDS), paraformaldehido,
glutaraldehido, poli-L-Lisina (PLL), streptozotocina (STZ) y dimetil sulf6xido (DMSO) se
consiguieron de Sigma Chemical Co. El 4cido acético, carbonato sédico, hidréxido
sédico, tartrato disddico, sulfato cidprico, el reactivo de Folin, tampc’)n; HEPES, acetato
aménico, citrato sédico, benzoato sédico, dcido benzdico, sacarosa, cloruro sédico,
cloruro magnésico, etanol, 2-metil butano y EDTA de E. Merck.

El dissuccinimidil suberato (DSS) y el azul de Coomassie se COII;IpI‘aI'OD a Pierce
Chemical Co.. _

Las proteinas que se utilizan para hacer la curva patrén para calcular el peso molecular
en la electoforesis son de BIO-RAD (SDS-PAGE High Molecular Weighi Standards).

Las columnas tipo Sep-Pack C-18 para la extraccién de la Endotelina-1 en el RIA son de
Waters Associates. |

La pelicula de rayos X utilizada para la autorradiografia de los geles de la electroforesis
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fue la XR-OMAT RP6 de Kodak.

En microautorradiografia se usé la emulsién fotogrifica LM1 de Amersham International El
revelador usado es el D-19 de Kodak y el fijador utilizado fue Hypam de Tlford limited.

El medio de inclusién utilizado para cortar el tejido en congelacién'es Tissue Tek, de
Miles Inc.

En el andlisis inmunohisquimico se utilizé un antisuero de conejo contra el antigeno
relacionado con el factor VIII de coagulacién humano (PU016-PU) de BioGenex, un
antisuero de conejo contra ET-1 de Peninsula Laboratories y el equipo de revelado

“super-sensitive ready-to-use (AD000-5R)” también de BioGenex.

3.2. ANIMALES.

3.2.1 CONDICIONES GENERALES.

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con la directiva del Consejo
Europeo del 24 de Noviembre de 1986 (86/609/CEE). Se utilizan ral,;as macho Wistar.
Los animales se disponen en jaulas de policarbonato de 1800 cm’ y 20 c¢m de altura, en
grupos de cuatro, en salas con la temperatura y la humedad controlada y con ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas. Se alimentan con comida estandarizada comercial y agua ad

libitum.
3.2.2. PAUTAS DE TRATAMIENTO.

3.2.2.1 ADMINISTRACION DE LA STREPTOZOTOCINA.

La streptozotocina (2-deoxi-2-(3-metil-3-nitrosoureido) D-glucopiranosa) es un
antibiftico de amplio espectro y un agente antitumoral que produce el desarrollo de la
diabetes en ratas y otros animales de experimentacién (Rakieten y col, 1963). Su

capacidad para producir la diabetes estd relacionada con su toxicidad s?obre las células B
| del pincreas. Uno de sus componentes, la nitrosourea, es citotéxico, mientras que la
desoxiglucosa facilita la entrada del compuesto en las células pancredticas. Desde su

aislamiento y puriﬁcaci(m. este compuesto ha sido ampliamente utilizado en la induccién
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de la diabetes experimental.

En nuestros experimentos, la STZ se utiliza disuelta en tampén citrato 10 mM a
pH 4.5, que contiene NaCl 100 mM, en una dosis de 75 mg/Kg de peso del animal. La
administracion se realiza por via intraperitoneal cuando las ratas alcanzan un peso de 200

grs aproximadamente.
3.2.2.2 ADMINISTRACION DE LA INSULINA.

El tratamiento con insulina (Lente (bovina/porcina) de Novo-Nordisk) se inicia a
partir de las 48 horas del tratamiento con STZ, tras comprobar que los animales
presentan glucosuria y glucemia superior a 450 mg/dL. A los animales se les inyecta
diariamente, por via subcuténea, una dosis de entre 3 y 6 U.L de insulina, en funcién de
su peso y su glucemia, para mantenerles la glucemia entre 120 y 150 mg/dl. La inyecci6n
de la insulina se realiza a las 10.00 h. Se realizaron experimentos previos que sirvieron
para elegir el tipo mas adecuado de insulina y las dosis necesarias para mantener la

glucemia entre 120 y 150 mg/dl. !
3.2.3 ESTUDIO EVOLUTIVO.

A todos los animales se les pesa y se les mide la glucemia tres veces cada semana,
durante los primeros 15 dias del experimento y dos veces cada sen:mna el resto del
tiempo. La sangre para valorar la glucemia se obtuvo mediante puncién en la vena tarsal
de cada animal y la glucosa en sangre se calcula utilizando un glucosimetro de tiras
reactivas. Este proceso se realiza a primera hora de la mafiana, inmediatamente antes de

inyectarles a los animales su dosis diaria de insulina.

3.2.4 OBTENCION DE MUESTRAS.

3.2.4.1 SACRIFICIO DE LOS ANIMALES.

El sacrificio de los animales, para la obtencién de las muestras 6bjeto de estudio,

se realiza por decapitacién, sin utilizar anestesia, practica admitida para ésta especie por
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la DGXI de la Comisién Europea, Directiva 86/609/EEC, referido especialmente en el
articulo 2 (1) y publicado por esta Comisién en Octubre de 1995, |

3.2.4.2 PLASMAS.

Tras el sacrificio de los animales, aproximadamente 10 mi de sangre de cada
animal se recolecta en tubos de 15 ml a los que previamente se les hab:ia afiadido 100 ul
de EDTA 3 mM, y 100 ul de aprotinina 0.8 mM. Los tubos se introducen en hielo hasta
su centrifugacién. La sangre se centrifuga a 1000 xg a 4°C durantfe 15 minutos. A
continuacién se extrae el plasma y se distribuye en dos alicuotas que $e congelan a -80

°C hasta su utilizacién en un periodo méximo de tres meses. |
3.2.4.3 DISECCION DE LAS RETINAS.

Tras la decapitacién de los animales, se procede a la enucleacién de los 0jos que
se mantienen en suero fisiolégico frio hasta su diseccién. La diseccién de los ojos se
realiza de forma inmediata sobre una placa frfa y bajo una lupa de diseccién (30X).
Durante 1a diseccién se elimina primero la c6rnea, seguida del cristalljno y ¢l cuerpo
vitreo, para luego extraer la retina con un pincel y depositarla en un homogeneizador al
que previamente se han afiadido 200 pl de tampén Tris SmM a pH 7.4, con sacarosa
0.32 M, pepstatina 0.2 mM, PMSF 0.5 mM y aprotinina 0.8 mM.

3.2.4.4 PREPARACION DE LAS MEMBRANAS CELULARES DE RETINA.

Las retinas de tres ratas (n=6), recién diseccionadas, se hom(f)geneizan juntas,
durante 1 minuto, en frio, en el homogeneizador cénico con 200 ul de tampdn (Tris
5mM pH 7.4, sacarosa 0.32 M, pepstatina 0.2 mM, PMSF 0.5 mM y apfotinina 0.8 mM)
y se centrifugan durante 15 minutos a 4°C a 600 xg (Fig. 7). El precipitado se incluye en
Tissue-Tek y se congela a -70°C, para realizar el anilisis inmunohiétoquﬁnico de Ia
presencia del antigeno relacionado con el factor VIII de coagulacién. El sobrenadante se
vuelve a centrifugar durante 30 minutos a 4°C y a 30.000 xg. A ‘continuacién, el

precipitado se resuspende en el mismo tampén y se centrifuga en las mismas condiciones
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para lavar las membranas celulares de retina. El precipitado de esta dltima centrifugacién
se resuspende en tampén Tris 50 mM pH 7.4 para obtener una concentracién de
proteinas de 0.75-1 mg/ml. Después se hacen alicuotas de 0.5 mi que se guardan a -70
°C hasta ser utilizados en los experimentos. '

Se reserva un pequefio volumen para la valoracién de la concentracién de
proteinas que se determina por el método de Lowry y col (1951). La fraccién del tejido
que se consigue mediante el proceso que acabamos de describir, y al que denominaremos
“membranas celulares de retina” a partir de este punto, estd enriquecido en la fraccién
microsomal de células neuronales y gliales como demuestran los trabajos de Zhaniser y
col., (1984) y no presenta contaminacién vascular. |

Una de estas alicuotas se vuelve a centrifugar a 30.000 xg y el precipitado se
incluye en Tissue-Tek y se congela a -70°C para realizar secciones con el criostato sobre

las que analizar la presencia del antigeno relacionado con el factor VIII de coagulaci6n.

3.2.4.5 CONGELACION DE LOS OJOS PARA LA REALIZACION DE LAS
SECCIONES CON EL CRIOSTATO.

Tras su enucleacién, cada uno de los ojos elegidos para este fin, se introduce en un
recipiente semiesférico de plédstico que contiene el medio de inclusion Tissue Tek, y
rdpidamente se congelan en 2-metilbutano previamente enfriado en nitréQeno liquido. Los
ojos asi preparados se guardan a -70° hasta su utilizacién en un periodo maximo de 3 meses.

3.2.4.6. REALIZACION DE LAS SECCIONES CON EL CRIOSTATO.
3.2.4.6.1 PREPARACION DE PORTAOBJETOS CON POLI-L-LISINA.

Se disuelve la poli-L-Lisina (PLL) en agua destilada a una concentracién de 1 mg/mt
y se hacen alicuotas que se guardan a -20°C. Sobre los portaobjetos limpios y desengrasados
se coloca una gota de 10 pl de la solucién de PLL y se extiende en una delgada l4mina sobre
toda su superficie, superponiendo dos portaobjetos y luego dejindolos secar por separado.
Una vez secos los portaobjetos se guardan a -20°C hasta su uso.
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HOMOGENIZACION

CENTRIFUG ACION

)‘N:K |

CENTRIFUG ACION
30 min 4C 30.000 xg .

RESUSPENSION

CENTRIFUG ACION
30 min 4 C 30.000 xg '

Fig. 7. Preparacitn de las membranas de retina de rata.
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3.2.4.6.2 REALIZACION DE LAS SECCIONES CON EL CRIOSTATO.

En el momento de hacer las secciones, los ojos incluidos en Tissue-Tek se extraen de
los recipientes semiesféricos y se fijan sobre la platna del criostato, de manera que la cuchilla
realice secciones sagitales del 0jo a la altura de 1a entrada del nervio 6ptico ;en el globo ocular.
Se realizan secciones de 12 um a -30°C en series de 30-35 cortes consecutivos y se
seleccionan las series que contienen la zona de la retina adyacente al flervio Optico. Las
secciones se montan en portacbjetos, previamente recubiertos con PLL, a una temperatura de
0-2°C, a continuacion se secan a 4°C en vacio durante 3 horas y luego se congelan a -70°C,
en cajas que contienen gel de silice, hasta su utilizacibn en los experimentos de
inmunohistoguimica y microautorradiografia.

Con el precipitado de las centrifugaciones de la preparacién de membranas, una
vez incluido en Tissue-Tek, se procede de manera andloga a la descrita en el parrafo
anterior, para conseguir secciones en las que realizar el andlisis inmunohistoquimico de la

presencia del antigeno relacionado con el Factor VIII de coagulacién

3.3 DISENO EXPERIMENTAL.

Un total de 140 ratas Wistar con un peso de, aproximadamente, 200 g se tratan y
se distribuyen en grupos de la siguiente manera (Fig. 8): l
A 100 de estos animales se les inyecta, por via intrapcritoneal,l una dosis de 75
mg/Kg de STZ diluida en tampén citrato 10 mM a pH 4.5 con NaCl 100 mM, para
inducirles la diabetes. A las 48 horas del tratamiento con STZ se selecciona a las que
presentaban glucosuria con glucemia superior a 450 mg/dl (n=80) y se desprecia a
aguellas que no cumplen estas condiciones (n=20). Los animales que désarrollan diabetes
se dividen entonces en dos grupos:
Un primer grupo (n = 40) al que llamaremos “grupo de ratas diabéticas” (GD) se
mantiene sin ningin tipo de tratamiento durante el resto del cxperimentd.
Un segundo grupo (n=40) al que llamaremos “grupo de ratas diabéticas
tratadas con insulina” (GT), durante el resto del experimento, recibej diariamente una

dosis de entre 3 y 6 U.L de insulina.
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Fig. 8. Disefio experimental.
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Con los 40 animales restantes, se constituye un tercer grupo al que llamaremos
“grupo de ratas controles” (GC) al que se inyecta, al comienzo del experimento y por la
misma via, el volumen correspondiente a su peso de tampén citrato a pH 4.5 con NaCl
100 mM.

Los animales se sacrifican transcurridos 15, 45, y 90 dias después del tratamiento
con STZ, de la siguiente manera:

-A los 15 dias se sacrifican 12 ratas de cada uno de los tres grupos. Se les extrae

la sangre y los 0jos son utilizados para preparar membranas de retina.

-A los 45 dias se sacrifican otras 12 ratas de cada uno de los tres grupos. Se les

extrae la sangre y los 0jos son utilizados para preparar membranas de retina,

-A los 90 dias se sacrifica el resto de los animales, que fueron i6 del GC, 16 del

GT y 14 del GD, en este dltimo grupo 2 ratas murieron durante €l experimento.

Se les extrae la sangre y sus ojos se utilizan de la siguiente manera:

.Los ojos de 12 ratas de cada uno de los tres grupos se utilizaron para
preparar membranas de retina.

.Los ojos de 4 ratas del GC y del GT y de 2 ratas del GD se congelaron
para realizar cortes histol6gicos con el criostato. '

Los animales a los que se inyecta STZ y que no desarrollan diabetes se emplean,
mediante su comparacion con el grupo control, para comprobar que la STZ per se no es

la responsable de los cambios que se observan por efecto de la diabetes.

3.4 METODOS ANALITICOS.

3.4.1 CUANTIFICACION DE LA INSULINA INMUNORREACTIVA
EN EL PLASMA.

La insulina inmunorreactiva presente en el plasma de las-ratas controles,
diabéticas y tratadas a los 15, 45 y 90 dias de la induccién de la diabetes con STZ fue
cuantificada por radioinmunoandlisis (Valverde y col, 1988) por el gmpo de la Dra.
Isabel Valverde (Dpto. de Metabolismo, Nutricién y Hormonas de la Fundacién Jiménez
Diaz, Madrid). Las muestras de plasma (50 ul) o de patr6én de insulina de rata (0-20

ng/ml), en duplicado, se mezclan con *I-insulina porcina (50 pg) y suero anti-insulina

48



MATERIALES Y METODOS

(producido en cobaya en el mencionado laboratorio), a la dilucién final de 1:100.000, en
un volumen total de 1 ml. Los tubos se mantienen durante 3 dias a 4°C, tiempo en el cual
la reacci6n alcanza su equilibrio. Después de este periodo, se procede z; la separacidn del
complejo antigeno-anticuerpo del antigeno libre, mediante la absorcién de este dltimo
por carbén activado (3%) saturado con dextrano (0.25%) previa adicién a las muestras
patrones de 50 ul de plasma humano. Las muestras fueron entonces ceﬁtrifugadas a 2000
xg durante 10 minutos a 4°C, después de lo cual se descarta el sobrenadante, quedando
en el tubo el sedimento de carbdn con el péptido libre. La radiactividad absorbida se
mide en un contador gamma, y se calcula, por diferencia con el total, el porcentaje de

péptido unido al anticuerpo en cada muestra.

3.4.2. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO.

3.4.2.1 FIJACION E INCUBACION DE LAS SECCIONES PARA ESTUDIAR
LA PRESENCIA DEL ANTIGENO RELACIONADO CON EL FACTOR VIO
DE COAGULACION.

Se realizan experimentos de inmunohistoquimica para determinar la presencia del
antigeno relacionado con el Factor VIII de coagulacién, un marcador de células del
endotelto  vascular, en secciones de ojo adyacentes a las utilizadas en
microautorradiograffa. También se analiza la presencia de dicho antigeno en el
precipitado de las distintas centrifugaciones a las que son sometidas las membranas de
retina durante su preparacién (ver seccién 3.2.4.4 de Materiales y Métodos).

Los cortes se descongelan lentamente, se fijan 10 minutos en aé:etona y se secan
al aire 5 minutos antes de introducirlas en cloroformo 20 minutos. Dcsi)ués se secan 2-3
minutos y se incuban con una gota de una disolucién de peréxido de hidrGgeno para
bloquear las peroxidasas endégenas. |

A continuacion, se lavan las preparaciones 3 veces con tampén :fosfato 0.1 M pH
7.6 y se cubren con una gota del antisuero de conejo contra el antigen(? relacionado con
el factor VIII de coagulacién humano, diluido 1:200 en tampdén fosfatb 0.1 M, pH 7.6,

con BSA al 1%, a 25°C durante 30 minutos en una cdmara himeda.
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3.4.2.2 FIJACION E INCUBACION DE LAS SECCIONES PARA ESTUDIAR
LA PRESENCIA Y DISTRIBUCION DE LA ET-1-1R.

Se realizan experimentos de inmunohistoquimica para determinar la presencia y la
distribucién de ET-1-IR en secciones de ojo adyacentes a las utilizadas en
microautorradiografia. Los cortes se descongelan lentamente y las sec;ciones se fijan por
inmersién en una solucién de paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 1% durante 15
minutos a 25°C. El fijador se prepara por disolucién del paraformaldehido en agua bidestilada
a 50°C afiadiendo NaOH 10 M, gota a gota, hasta su total disolucién. Sé deja enfriar y se
tampona con fosfato (concentracién final 100 mM, pH 7.4). A continuacién se afiade
glutaraldehido al 25% en cantidad suficiente para conseguir una concentrécién final del 1%.
Una vez fijadas las secciones, se lavan las preparaciones 3 veces con tmné)én fosfato 0.1 M
pH 7.6 y se cubren con una gota del antisuero de conejo contra ET-1, diluido 1:400 en
tamp6n fosfato 0.1 M, pH 7.6, con BSA al 1%, a 25°C durante 40 minutos en una

cdmara hiimeda.

3.4.2.3 REVELADO DE LAS SECCIONES.

El proceso de revelado de las secciones es el mismo, tanto para las secciones
mncubadas con el antisuero de conejo contra el antigeno relacionado con el factor VIII de
coagulaci6n humano como para el antisuero de conejo contra ET-1. Una vez terminado
el periodo de incubacién se lavan las secciones 3 veces con tampén fosfato 0.1 M pH
7.6, e inmediatamente a continuacién, se revelan con el sistema de revelado “super
sensitive immunodetection system™ de BioGenex.

Este proceso se realiza en cdmara himeda, ya que es imprescindible que las
preparaciones no se sequen en ningdn momento durante el revelado. E;1 primer lugar se
escurren y se secan los portaobjetos alrededor del corte con un pafio de algodén. A
continuacién, se afiade un anticuerpo biotinilado de cabra contra inmunoglobulina de
conejo, en cantidad suficiente para cubrir el corte, y se incuba 20 minutos a 25°C.
Después se lavan las secciones 3 veces con tampén fosfato 0.1 M a pH 7.6 se escurren y
se secan alrededor del corte. En un siguiente paso, se afiade la enzimd, una peroxidasa
conjugada con estreptavidina, en cantidad suficiente para cubrir el corte y se incuba 20

minutos a 25°C. Se lava 3 veces con tampén fosfato 0.1 M a pH 7.6 y se escurren y se
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secan los portaobjetos alrededor del corte. Se afiade a continuacién el sustrato o
cromégeno, 3,3 -diaminobencidina (DAB), en cantidad suficiente pare?x cubrir el corte y
se incuba 20 minutos a 25°C. La reacci6n se para lavando 3 veces con agua desionizada.
Se escurren y se secan las preparaciones histol6gicas, se tifien con azul de toluidina (azul
de toluidina al 0.05 % en tampdn benzoato 10 mM) y se deshidratan con una serie de
alcoholes y xileno. Por dltimo, las preparaciones se montan con cubreobjetos para ser
fotografiadas con un fotomicroscopio. En todos los casos se realizaron controles
eliminando la incubacidn del tejido con el primer anticuerpo, y sustituyéndolo por suero
normal de conejo. Estos controles en ninglin caso presentaron inmunorreactividad
positiva. Este tipo de experimentos se realiza por triplicado utilizando en cada
experimento un ojo distinto de cada uno de los tres grupos de animales.

Para analizar los resultados de los experimentos de inmunohistoquimica usamos
la aplicacién informatica Leica Qwin. En cada seccién se escogen al azar y se capturan
con una cdmara digital conectada al microscopio tres campos del polo posterior del ojo.
En cada uno se mide el 4rea y la intensidad de la inmunotincién en cada una de las capas

de la retina para comparar entre los tres grupos de ratas.

3.43. ENSAYOS DE UNION DE LA ENDOTELINA A SUS
RECEPTORES EN LAS MEMBRANAS DE RETINA.

Los ensayos se realizaron basdndose en el método descrito por Ferndndez-Durango y
col. (1989). Para realizar este tipo de experimentos las preparaciones de membranas de
retina se diluyen con tampén Tris 50 mM a pH 7.4 hasta conseguir una'concentracién de
6-8 pg de proteina/ IOQ ul, y se reserva una cantidad suficiente para valorar la
concentracién de proteinas. '

La unién de "“I-ET-1 y “I-ET-3 a las membranas de retina se realiza tras un
periodo de incubacién de 120 minutos a 25°C en tamp6n Tris S0mM a pH 7.4 con PMSF
0.5 mM, bacitracina al 0.3%, aprotinina 0.8 mM y BSA al 0.1%, en uﬂ volumen final de
0.3 ml Al terminar el perfodo de incubacién se detiene la reaccién afiadiendo 1 ml de
tampén frio Tris-HC1 50 mM con un pH 7.4 a los tubos de incubaciénl. A continuacién,
se filtra al vacio el contenido de los tubos sobre filtros Whatman GF/C que han sido

previamente saturados durante al menos 60 minutos en una selucién de. polietilenimina al
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0.03%. Cada tubo se lava tres veces con 3 ml de tampén frio Tris 50 mM con un pH de
7.4 y después, cada filtro directamente, con otros 3 ml del mismo tarnpén. Los filtros se
secan durante 5 minutos y su radiactividad se mide en un contador Gamma LKB con una

eficiencia del 75%.
3.4.3.1 ENSAYOS DE SATURACION.

Con este tipo de experimentos se pretende calcular la densiciad de receptores
(Bmax) en las membranas de retina y la afinidad, expresada como la constante de
disociacién (Kd), con la que las dos hormonas utilizadas se unen a sus receptores. Para
ello, distintas concentraciones de '“I-ET-1 y "*I-ET-3 (entre 2.5 y 150 pM) se incuban
con las membranas de retina. Para cada una de las concentraciones usadas se calcula la
unién especifica de cada hormona a sus receptores, substrayendo la unién no especifica
(cantidad de hormona marcada unida en presencia de ET-1 o ET-3 a una concentracién
de 0.1 pM) de la uni6n total (cantidad de hormona marcada unida en aﬁsencia de ET-1 0
ET-3 no marcada). .

Estos experimentos se realizaron por cuadriplicado con membranas de cada uno
de los grupos de animales y para cada tiempo de tratamiento (15, 45, y 90 dias). Dentro
de cada experimento cada determinacién se realiz6 por duplicado. Los resultados de este
\tipo de experimentos fueron analizados con los programas informdticos EBDA y
LIGAND para obtener los valores de Kd y Bmax. '

3.4.3.2 ENSAYOS DE COMPETICION PARA CALCULAR EL PORCENTAJE
DE RECEPTORES TIPO A (ETA) Y TIPO B (ETB) DE ENDOTELINA.

Con este tipo de experimentos se pretende calcular el porccntaje' de receptores de
endotelina presentes en las membranas de retina que son de tipo A (ETA) y de tipo B
(ETB). Para ello se incuban las preparaciones de membranas de retina con '“I-ET-1 a
una concentracién de 40 pM y la unién especifica (la unién total menos la unién no
especifica, calculada como la unién en presencia de ET-1 0.1pM) se normaliza como un
100 % de receptores de ET-1 (ETA + ETB). Simultdncamente se rcﬁ]jzan estudios de
unién de 'PI-ET-1 en presencia de Sarafotoxina 6¢ (S6¢) a una concentracién 0.1 pM,

para bloquear los receptores ETB, o en presencia de BQ123 a una concentracién 1uM,
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para bloquear los receptores ETA. A partir de la unién especifica en presencia de BQ123
se calcula el porcentaje de receptores A (la unién especifica en ausencia de BQ123
menos la unién especifica en presencia de este andlogo expresada com;o porcentaje de la

unién especifica total ).

(Unién especifica en ausencia de BQ123 - Unidn especifica en presencia de BQ123)
% ETA = X 100

Unidn especifica en ausencia de BQ123

A partir de la unién especifica en presencia de S6¢ se calculd el porcentaje de
receptores de tipo B (la unién especifica en ausencia de S6c menos la unién especifica en

presencia de este andlogo expresada como porcentaje de la unién especifica total ).

(Unidn especifica en ausencia de $6¢ - Unién especifica en presencia de S6C)

% ETB = : X 100

Unidn especifica en ausencia de S6¢

El mismo tipo de experimentos se realiza utilizando 1:ZSI-ET-3 a una
concentracién de 40 pM.

Estos experimentos se realizaron por cuadriplicado en membranas de cada uno de
los grupos de animales y para cada tiempo de tratamiento. Dentro de é:ada experimento

cada determinacién se realizé por duplicado.

3.4.4 EXPERIMENTOS DE UNION COVALENTE DE AFINIDAD
(CROSS-LINKING) DE "I-ET-1 Y ®*I-ET-3 A LAS MEMBRANAS
DE RETINA.

El método de unién covalente de afinidad se basa en el descrito para receptores de
insulina por Massagué y col. (1985). Estos experimentos se realizan en las preparaciones de
membranas de retina de los tres grupos de ratas a los 90 dias de la inducéién de la diabetes
con STZ. Se incuban las preparaciones de membranas de retina (45 pg de proteinas/100ul)
con "”I-ET-1 o '”I-ET-3 a una concentracién de 40 pM , en presencia o ausencia de ET-1y
ET-3 no marcadas, en un volumen total de 300 pl de tampén Tris 50 mM pH 7.4, con PMSF
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0.5 mM, aprotinina 0.8 mM, bacitracina al 0.3%, y BSA al 0.1%. Después de 120 minutos
de incubacién a 25°C, se centrifuga el medio de incubacién durante 15 mimutos a 30.000 xg a
4°C. El precipitado se resuspende en tamp6én HEPES 10 mM pH 7.4 con PMSF 0.5 mM,
aprotinina 0.8 mM, bacitracina al 0.3%, y BSA al 0.1%. El proceso de centrifugacién se
repite otras dos veces en las mismas condiciones y al final, el precipitado con las membranas
de retina, se resuspende en 300 ul de tampén HEPES 10 mM pH 7.4. Estos lavados de las
membranas y el cambio de tampén son necesarios para eliminar todas las sustancias que
pudieran dar una reaccién indeseada con el disuccinimidil suberato (DSS) que se emplea a
continuacién. A la suspensién de membranas resultante de este proceso, se le afiaden 2 pl de
una disolucion de DSS disuelto en dimetilsulfésido (DMSO) (2,8 mg/ml en DMSO) para
conseguir una concentracién final de 0.5 mM de DSS, y se incuba durante 15 minutos en
agitacion constante y a temperatura ambiente, para unir covalentemente las hormonas
marcadas a sus receptores por la accién del DSS. La reaccién se para por adicion de 30 pul de
acetato aménico 2 M para neutralizar el DSS no consumido en la reaccién y, a continuacién,
se centrifuga a 30.000 xg durante 15 minutos a 4°C. El precipitado se resuspende en el
“tampon de muestra” (Tris-HCI 62.5 mM, sodio dodecil sulfato (SDS) al;2.05 %, sacarosa
0.58M,y azul de bromofenol al 0.02%), a una concentracién de 0.5 mg de proteina/ml para
realizar Ja clectroforesis. Las muestras disueltas en el “tampén de muestra” se
desnaturalizan sometiéndolas a ebullicién durante 4 minutos. |

3.4.5 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIi)A.

La electroforesis se realiza siguiendo el método descrito por Laemmi y col (1970).
Para llevar a cabo la electroforesis se cargan 10 pl (aproximadamente 5ug de proteina) de
cada muestra, solubilizada en SDS y desnaturalizada, en los pocillos del gel de poliacrilamida.
En cada gel se reserva un pocillo para correr una mezcla de protefnas de peso molecular
conocido, disueltas en el mismo tampén que la muestra, que son: miosfina (200.000), B-
galactosidasa de E.coli (116.250), fosforilasa b de misculo de conejo (97.@), albdmina de
suero bovino (66.200), ovoalbiimina (45.000) y la anhidrasa carbonica. bovina (31.000),
cargandose 5 pg de proteina total por pocillo. |

Una vez que los geles se dispusieron en Ja cubeta de electroforesis, §sta se llena con el
“tamp6n de electroforesis” (Tris base S0 mM a pH 8,3, con glicina al 1,45%, y SDS al 1%) y
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se aplica un voltaje constante de 125 V y un gradiente de cormriente de 30 a 10 mA durante 1h
y 45 min, tiempo que tarda en llegar el frente de azul de bromofenol al final del gel. Entonces
los geles se separan de su soporte, se fijan y se tifien simultdneamente, mediante inmersién en
la “solucidn tinte” (etanol al 40%, a. acético al 10% y azul de Coomasie al 0,1%) durante 15
min. Se quita el exceso de tinte a los geles con agua destilada y se destifien con “Ia solucién
desteifiidora” (etanol 10% y 4cido acético al 7,5%) Idm‘ante toda la noche. A continuacién, se
ponen en un bafio con la “solucién equilibrante” (etanol al 45% y glicerol al 5%) durante 30
minutos en agitacién, para darles consistencia. Por dltimo, los geles se colocan en un
extendedor entre dos hojas de celofin humedecidas en Ia solucién equilibrante hasta que estdn
totalmente secos. Los geles asf procesados se autorradiografian mediante la exposicién de
una pelicula de rayos X en un chasis con placa amplificadora durante 7 'dias a -70°C. Las
autorradiografias se digitalizan con un densitémetro LKB Image Master y se analizan con el
programa informitico Image Master para estimar el peso molecular de las bandas y su

densidad 6ptica. Se realizan tres experimentos similares e independientes.

3.4.6. MICROAUTORRADIOGRAFIiA.

Estos experimentos se basan en el método descrito por Ripodas y col (1998) y se
realizan con el objeto de localizar los receptores de endotelina en las distintas capas de la
retina en los tres grupos de ratas a los 90 dias tras la inducci6n de la diabetes. Se realizan tres
experimentos independientes, utilizando en cada uno, un ojo diferente de ca;da grupo de ratas.

Dentro de cada experimento todas las determinaciones se hacen por duplicado.
3.4.6.1 lNCUBACI()N DE LAS SECCIONES DE LOS OJOS.

Las condiciones en las que se Hlevaron a cabo los experimentos (T*, concentracién
i6nica, tiempo de incubacidn y preincubacién) se encontraron de una forma empirica, y estdn
basados en estudios de unién de radioligandos, en los que se busca conseguir una unién
especifica adecuada, con un minimo porcentaje de uni6n no especffica (Herkenham y col,,
1982; Kuhar, 1985; Millan y col., 1986)

Las secciones de los 0jos obtenidas con el criostato se descongelmj lentamente hasta

25°C. A continuacidn, se preincuban, a esta misma temperatura, en tampén Tris 50mM, pH
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7.4, que contiene NaCl 100 mM, bacitracina al 0.3% y BSA al 1%, durante 15 minutos. Una
vez concluida Ia preincubaci6n, se secan rdpidamente los portaobjetos alrededor del corte
histolégico y se colocan en posicién horizontal en una cdmara himeda, evitando que la
seccion llegue a secarse. En un siguiente paso, se incuban los cortes histolégicos durante 60
minutos a 25°C, cubriéndolos con una gota de tampén Tris 50mM a pH 7.4 con PMSF 0.5
mM, bacitracina al 0.3%, aprotinina 0.8 mM y BSA al 0.1%, que lleva en disolucién la
hormona marcada (‘*I-ET-1 o *I-ET-3) a una concentracién de 40 pM y, en su caso,
las hormonas no marcadas: ET-1 (0.1 uM), ET-3 (0.1 uM), S6¢ (0.1 uM) o BQ123 (1
pM), para determinar la unidn no especifica, o la presencia de los dos tipos de receptores
de endotelina. Al concluir el periodo de incubacién, se lavan los portaol:)jetos tres veces a
4°C durante 20 minutos con tampén Tris 50mM, pH 7.4, que contiene NaCl 100 mM,
bacitracina al 0.3% y BSA al 1%. En tltimo lugar, se sumergen durante 10 segundos en agua
bidestilada a 4°C, antes de proceder a la fijacién de los cortes histolégicos.

i

3.4.6.2 FIJACION DE LAS SECCIONES.

Las secciones se fijan por inmersién en una solucién de paraformaldehido al 4% y
glutaraldehido al 1% durante 1 hora a 4°C. Después, se lavan con tampén fosfato 100 mM,
pH 7.4, y posteriormente con agua bidestilada, se dejan secar y se guardan en cajas, a 4°C,
hasta su inmersién en emulsién fotografica.

3.46.3 INMERSION DE LOS CORTES HISTOLOGICOS EN EMULSION
FOTOGRAFICA.

En una cdmara oscura con luz de seguridad (una lampara de 15I w bajo un filtro
Kodak n°1), la emulsién fotogréifica LM1 se diluye con glicerol al 1% en una proporci6n 1:1,
se calienta a 43°C y se mantiene a esa temperatura en un bafio. Entonces, los portaobjetos
precalentados a 43°C en una placa caliente, se sumergen verticalmente dura;nte 5 segundos en
la emulsién. A continuacién, se sacan los portaobjetos de la emulsién y se dejan escurrir en
posicién vertical sobre material absorbente durante 2-3 minutos, para luego colocarlos sobre
una placa fria a 4°C hasta que se secan totalmente. Por tltimo, los portaobjetos se guardan
durante 6-8 dias a 4°C en cajas opacas, que contienen gel de silice como desecante, para su

exposicion. Una vez concluido el periodo de exposicién de la emulsién fotografica, los
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portaobjetos se revelan en oscuridad con liquido revelador Kodak D-19 durante 5 minutos a
20°C, se fijan con el fijador Hypam diluido 1:4 durante 15 minutos y se lavan con agua
corriente durante 20 minutos. El tiempo de exposicion se determina en cada experimento
reservando secciones que son reveladas tras diferentes periodos de tiempo, para conseguir

una densidad de granos de plata adecuada.
3.4.6.4 ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA MICROAUTORRADIOGRAFIA

Las secciones se observan con un microscopio con condensador de campo oscuro
y se fotografia, con pelicula de 36 mm en blanco y negro (100 ASA), la zona adyacente
al nervio 6ptico en cada una de las retinas. Las condiciones de iluminaci6n (posicién del
condensador e intensidad luminosa) fueron las mismas para todas las secciones. A
continuacidn, se tifien las secciones con azul de toluidina (azul de toluidina al 0.05 % en
tamp6n benzoato 10 mM), se deshidratan, pasindolos por una serie de alcoholes y
xileno, y se montan los portaobjetos con cubreobijetos. Una vez tefiidos los cortes, se
fotografian con el condensador de campo claro los mismos campos que habian sido
fotografiados en campo oscuro, para su posterior comparacion. |

Los negativos de las fotografias tomadas con el condensador de campo oscuro se
digitalizan y analizan para determinar la densidad Gptica debida a los granos de plata en
las distintas capas de la retina. Para ello, se mide la densidad 6ptica sobre una linea que
atraviesa perpendicularmente a la retina, en una zona representativa de cada una de las
secciones, con el programa informdtico de densitometria Image Master. Este tipo de
andlisis se realiza en todos los cortes de los tres experimentos realizados por separado,

para poder comparar los resultados.

3.4.7. CUANTIFICACION DE LA ET-1-IR EN EL PLASMA.
3.4.7.1 EXTRACCION DE LA ET-1 INMUNORREACTIVA.

Los péptidos fueron extraidos segin el método usado para el PAN plasmitico
(Gutkoswka y col,, 1987). Se utiliza un volumen de 1.5 ml de plasma dé cada una de las
ratas de cada grupo y de cada tiempo de tratamiento. Se extrae la; ET-1 utilizando
columnas Sep-Pak C-18 que fueron previamente activadas con 8 ml de ‘acetonitrilo puro

y a continuacién con 8 ml de acetato aménico al 2% a pH 4.0. El plasma se aplica en las
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columnas que se lavan con 5 ml de acetato aménico al 2% a pH 4.0, la ET-1 absorbida
en la columna se eluye con 3 ml de acetonitrilo al 60 % en acetato amdnico al 0.2% a pH
4.0. El disolvente orgdnico se evapora bajo una corriente de gas nitrégeno y a

continuacién los eluidos se liofilizan y se guardan a -20°C.
3.4.7.2 RADIOINMUNOANALISIS DE ET-1.

Este método estd basado en la técnica de radioinmunoandlisis descrito por
Gutkowska y col (1987). El residuo liofilizado se resuspende CO‘I‘I el tampén de
radioinmunoanélisis (RIA) (tampdn fosfato 0.1 M a pH 7.4 con NaCl al 0.3%, BSA al
0.1% y Trit6n-X-100 al 0.1%). La ET-1-IR se cuantifica usando antisuero de conejo
anti-ET-1 con una dilucién final de 1:90.000. Se usa 'I-ET-1 como marcador y como
hormona patrén se utiliza ET-1 comercial. El antisuero reacciona con un 100% de la ET-
1, y tiene una reaccidn cruzada del 7% con la ET-2, del 7% con la ET-3, del 35% con la
“Big-ET-1"porcina, del 17% con la “Big-ET-1” humana y no presenta reaccién cruzada
con otros péptidos no relacionados como la somatostatina, 8-endorfina, angiotensina,
vasopresina, ¢ PAN.

El radioinmunoanilisis se comienza incubando 100 ul de las muéstras odela ET-
1 estandar con 100 pl del antisuero durante 48 horas a 4°C. A continuacién, se afiade
"®I-ET-1 a una concentracién final de 6 pM y se incuba durante otras 24 horas a 4°C. El
complejo hormona marcada-anticuerpo se separa de la hormona marcada libre con la
adicién de 100 pl de un antisuero de cabra anti-gammaglobulina de conejo diluido 1:20
mis 100 ul de suero normal de conejo diluido 1:50. Después de 2 horas de incubacién a
25°C, se afade 1 ml de polietilenglicol 8.000 diluido al 6.25% en agua bidestilada y se
centrifuga los tubos a 900 xg durante 20 minutos. El sobrenadante se elimina por
aspiracion, y la radiactividad del precipitado se mide en un contador gamma LKB. La
sensibilidad del RIA es de 0.12 fmol/tubo. El 50% de intercepcién es de 2.7 fmol/tubo.
La variaci6n interensayo es del 15%, y la intraensayo del 12%. La recuperacién de 1.5 y
3 fmol de ET-1 afiadidos al plasma durante la extraccién en las columnas es del 78 +
4.2% (n=10). !
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3.5 ANALISIS DE LOS DATOS.

El célculo de la Kd y ia Bmax a partir de los resultados obtenidos en los ensayos
de saturacién, fueron hallados mediante un andlisis de regresién no lineal utilizando los
programas EBDA y LIGAND. El estudio estadistico se realiza con un ordenador
personal mediante el programa informético SPSS para Windows, versién 6.0. En primer
lugar, se realizé un andlisis descriptivo de los datos, calculando algunos pardmetros
estadisticos resumen de los mismos (valor mdximo, valor minimo, media, desviaci6n
tipica, error estdndar etc.). Para la comparacién de medias se utiliza, tras la aplicacién del
test de Levene para la igualdad de varianzas, un andlisis de varianza de una via seguido

del test de Bonferroni.
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4. RESULTADOS
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4.1. PARAMETROS METABOLICOS Y BIOQUIMICOS.

4.1.1 PESO CORPORAL.

Las curvas que representan la evolucion del peso corporal en los tres grupos de ratas se

muestran en la Fig.9. En el grupo de ratas diabéticas tratadas con insulina (GT), el peso

corporal aumenta con la edad de forma paralela a como lo hace en el grupo control (GC),

aunque a partir de la sexta semana, contada desde el comienzo del experimento, las ratas del

GT tienen un peso ligeramente inferior a las del GC. Sin embargo, los animales del grupo de

ratas diabéticas (GD) no aumentan su peso significativamente durante todo el periodo de

tiempo que abarca el experimento.
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Fig. 9.- Evolucién del peso durante el experimento, en los animales del GC (@), del GD (A) y del
GT (). Los valores corresponden a la media + SEM del peso de todos los individuos de cada grupo.
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4.1.2 GLUCEMIA.

En la Fig. 10 se muestran los valores medios de la glucemia en los tres grupos de ratas
durante el tiempo que abarca el experimento. La glucemia de las ratas del GD se encuentra
elevada significativamente, en relacién con los valores del GC, desde las 48 horas del
tratamiento con STZ, y se mantiene alta durante todo el experimento. En las ratas del GT
debido al tratamiento con insulina, la glucemia se mantiene en valores préximos a la de los
animales del GC, aunque se observan ligeras fluctuaciones de la glucemia, especialmente
durante los 15 primeros dias de tratamiento, que se producen hasta gue se ajusta la dosis de

insulina adecuada a cada animal,

EVOLUCION DE LA GLUCEMIA
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Fig 10.- Evolucién de la glucemia durante el experimento en los animales del GC (@), del GD (A) y
del GT (H). Los valores corresponden a la media + SEM de la glucemia de todos los individuos de
cada grupo.
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4.1.3 INSULINA INMUNORREACTIVA.

El tratamiento con STZ provoca en las ratas la incapacidad de producir insulina en el
pancreas, debido a la destruccién de las células 8 de los islotes de Langerhans, como
demuestra ]a baja concentracién de insulina-IR en el plasma de las ratas del GD (Fig. 11), que.
es significativamente distinta a la presente en el GC a los tres tiempos estudiados (P<0.01).
Debido a la inyeccion diaria de insulina, en el GT la concentracion de insulina-IR es similar a la
del GC, sin que exista entre ambos grupos una diferencia significativa en ninguno de los tres

tiempos estudiados.
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Fig. 11.- Insulina inmunorreactiva en ¢l plasma de los animales del GC (@), del GD (A) v del GT
(&) alos 15, 45 y 90 dias de la induccién de la diabetes. a) diferencia significativa (p< 0.01)
respecto del GC, b) diferencia significativa (p< 0.01) respecto del GT.
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42. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO DE LAS
SECCIONES DE OJO Y DEL PRECIPITADO DE
MEMBRANAS.

4.2.1. ANALISIS DE LAS SECCIONES DE 0JO.

4.2.1.1 DISTRIBUCION DE LA ET-1-IR.

En la Fig. 12 se muestran los resultados de la incubacién de:j las secciones de ojos,
procédentes de los tres grupos de ratas a los 90 dias de la induccién de la diabetes con STZ,
con el antisuero de conejo contra ET-1. En las secciones correspondientes al GC (Fig. 12 A),
las capas en que se detecta una mayor inmunorreactividad son la capa de células ganglionarés
(CCQG) y la capa de nicleos interna (CNI) de la retina y la coroides. En comparacién con el
GC, en el GD (Fig. 12 B) la sefial es m4s intensa en las tres capas mencionadas, y ademds es
abundante la inmunotincién en la capa de conos y bastones (CCB), capa en la que apenas se
observa sefial en el GC. En el GT (Fig. 12 C) la distribucién e intensidad de la sefial ﬁe la ET-
1-IR es similar a la del GC, a excepcién de lo que ocurre en la CCB, en la que la

inmunorreactividad es claramente m4s intensa que en el GC,

4.2.1.2 DISTRIBUCION DEL ANTIGENO RELACIONADO CON EL FACTOR VIII
DE COAGULACION.

En la Fig. 12 se muestran los resultados de la incubacién de las secciones de ojos
procedentes de los tres grupos de ratas, a los 90 dias de la induccién de la diabetes con STZ,
con el antisuero de conejo contra el antigeno relacionado con el factor VIII de coagulacién
humano. Puede observarse la existencia de inmunorreactividad en la CCG, entre las dos capas
de niicleos de la retina (CNE y CNI} y en la coroides, en las secciones de los tres grupos de
animales. No se aprecian diferencias significativas en la intensidad y la distribuci6n de la sefial
entre los tres grupos de animales. |

Cuando las secciones se incubaron con suero normal de conejo,: en vez de en presencia

del antisuero de conejo, las secciones quedaron libres de la inmunotincidn.



Fig. 12.- Localizacién inmunohistoquimica de la ET-1-IR (A-C) y del factor-VIH-IR (D-L) en las
secciones de 0jo (A-F) y en el primer (G-I) y segundo (J-L) precipitado de la preparacién de membranas
procedentes de ratas del GC (A,D,G,J), del GD (B,E HK), y del GT (C,ELL) a los 90 dias de la
induccién de la diabetes. Las secciones fueron incubadas con el antisuero de conejo contra el antigeno
relacionado con el factor VIII de coagulacidn humano o con el antisuero de conejo contra ET-1,
reveladas con inmunoperoxidasa y DAB, y tefiidas con azul de toluidina. (E esclerdtica, C coroides,
CCB capa de conos y bastones, CNE capa de nmicleos externa, CNI capa de nicleos interna, CPI capa
plexiforme intema, CCG capa de células ganglionares.(80X).
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4.2.2 ANALISIS DE LAS SECCIONES DE LOS PRECIPITADOS DE LAS
PREPARACIONES DE MEMBRANAS DE RETINA.

El andlisis inmunohistoquimico de los precipitados obtenidos du;rante la preparacién de
membranas (Fig. 12) muestra que el precipitado obtenido en la primera centrifugacién de la
preparaciéon de las membranas de retinas (primer precipitado), lpresenta una elevada
inmunorreactividad frente al antisuero contra el factor VIII de coagulz{cién humano, mientras
que el precipitado obtenido con la segunda centrifugacién de la suspeﬁsién de membranas de
retina (segundo precipitado), apenas es inmunorreactivo. Estos rcs(lltados indican que la
primera centrifugacién a que es sometido el homogeneizado de las rétinas, elimina la mayor

parte de los vasos de la suspensién de membranas en los tres grupos de ratas.

4.3. ENSAYOS DE UNION DE LA ENDOTELINA A SUS
RECEPTORES EN LAS MEMBRANAS DE RETINA.

En los tres grupos de ratas y para los tres tiempos estudiados, ia unién de I-ET-1 y
PLLET-3 a las membranas de retina aumenta proporcionalmente con el incremento de la
concentracién de proteinas en el medio de incubaci6n, en el rango de 5a 50 ug de proteina.
Esta unién es especifica, ya que es desplazada por ET-1 0 ET-3 (0.1 pM), y sin embargo otros
péptidos como somatostatina, PAN, o insulina no afectan a dicha unién.. La unién no especifica
en estos ensayos, la que no es desplazable por ET-1 o ET-3, fue en todos los casos inferior al

10% de la unidn total.

4.3.1 ENSAYOS DE SATURACION. |

Estos ensayos se realizan para calcular la afinidad y la densidad de los sitios de unién
para la "®I-ET-1 y "[-ET-3 en las membranas de la retina neural de los tres grupos de ratas, a

los tres tiempos estudiados.
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En estudios previos (de Juan y col,, 1993 y 1995) hemos demostrado que, en la retina
neural de ratas normales, estdn presentes dos tipos de receptores para las ETs, el receptor
ETA, con mayor afinidad por la ET-1 que por ET-3 y el receptor ETB, con igual afinidad por
ET-1 y ET-3. Asi mismo, hemos podido comprobar que, debido a la concentracién de
hormona marcada que se usa en estos experimentos (hasta un miximo de 150 pM), la unién de
' I-ET-3 a los receptores ETA es pricticamente despreciable, por causa de la baja afinidad
que esta hormona tiene por los receptores ETA (la Kd de la ET-3 por ¢l receptor ETA estd
entre 10 y 100 nM). Por tanto los receptores que se ponen de maniﬁesto en los ensayos de
saturacién usando '* I-ET-3 son receptores, en su préctica totalidad, ETB, mientras que los
detectados usando ' I-ET-1 corresponden a la suma de los receptores ETA y ETB.

Al aplicar la transformacién de Scatchard (Scatchard, 1949) é los resultados de los
ensayos de saturacién utilizando "I-ET-1 y "*I-ET-3, obtenemos las rectas cuya pendiente
representa la constante de disociacién (Kd), y cuyo punto de corte con el eje de las abcisas
representa la densidad de receptores (Bmax). Ambos pardmetros se obtienen en unidades pM,
y en el caso de la Bmax las unidades son transformadas a fmol/mg de proteina para poder
comparar los valores entre distintos ensayos.

La Fig. 13 muestra las curvas de saturacién (gréficas pequefias) y las correspondientes
transformaciones de Scartchard (gréficas grandes) utilizando I-ET-1 (columna izquierda) y
'"L.ET-3 (columna derecha) en un experimento representativo con membranas de retina de
cada uno de los grupos de ratas a los 15 (A y B), 45 (C y D) y 90 (E y F) dias de la induccién
de la diabetes.

El andlisis de los resultados, utilizando los programas informdticos EBDA y LIGAND,
de cuatro experimentos independientes y similares al anterior indicaron la presencia de una sola
clase de sitios de unién para ambas hormonas marcadas, puesto que el coeficiente de Hill, que
representa el ajuste de los puntos a una linea recta no fue significativamente distinto de 1 en
ningin caso. El anilisis estadistico (comparacién de medias mediante un anglisis de varianza de
una via seguido del test de Bonferroni) de los resultados de los experimentos de saturacién (Tabla
I), demuestra que los valores de Kd de la 3 ET-1 no son signiﬁcativzimcnte diferentes, tanto
entre los tres grupos de ratas para cada tiempo estudiado, como dentro de cada grupo en cada
uno de tres tiempos estudiados, lo que indica que en todos los grupos de animales, 1a afinidad de la
I-ET-1 por sus sitios de unién, es Ia misma. De igual manera, tampoco existen diferencias
significativas entre los valores de Kd para Ia '*’I-ET-3, ni entre grupos, ni dentro de cada grupo, a
los tres tiempos estudiados.
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TABLA 1. RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS DE SATURACION.

GRUPO EXPERIMENTAL ID1ET-1 IBLET-3
| Kd | Bmax Kd. | Bmax
15 DIAS DE TRATAMIENTO
GRUPOQ CONTROL (GC) | 61+12 198+15 57+10 106%5.7
GRUPO DIABETICO (GD) | 47+13 119424 5248 83+5.67 "
GRUPO TRATADO (GT) | 65+16 175+15 6618 11047.8
45 DIAS DE TRATAMIENTO
GRUPO CONTROL (GC) 6118 150435 44+6 98+13
GRUPO DIABETIC (GD) 4916 143421 4619 120+15°
GRUPO TRATADO (GT) 4815 164426 5616 11316
60 DIAS DE TRATAMIENTO ‘
GRUPO CONTROL (GC) 6313 1314159 4143 541799
GRUPO DIABETICO (GD) | 51+4 141425 4044 11022079
GRUPO TRATADO (GT) 5743 171421 5246 6619°9

Tabla 1.- Valores de Kd (pM) y Bmax (fmol/mg de proteina) obtenidos a partir de cuatro experimentos
de saturacion independientes utilizando '** I-ET-1 y ¥ I-ET-3 y membranas de retina de los tres
grupos de ratas a los 15, 45 y 90 dfas de la induccién de la diabetes. Los datos son la media + SEM
(n=4), ¥ diferencia significativa (p<0.05) respecto del GC para un mismo tiempo, Y diferencia
significativa (p<0.05) respecto del GT para un mismo tiempo, © diferencia significativa (p<0.05)
respecto de los 15 dfas de la induccién de la diabetes dentro del mismo grupo de animales,  diferencia
significativa (p<0.05) respecto de los 45 dias de la induccién de la diabetes dentro del mismo grupo de
animales.

Por el contrario, existen diferencias significativas en la Bmax de la 1;25 I-ET-1 y la '"PI-ET-3
entre los distintos grupos de animales, por lo que, para una mejor observacién y estudio se han
representado gréficamente estos valores (de la Tabla I) en rclacién con el tiempo de
tratamiento de las ratas (Fig. 14).

En la Fig. 14A puede observarse que, al comparar entre los tres grupos de ratas para un
mismo tiempo, se observa que la Bmax para ' I-ET-1: :

1) alos 15 dfas, en el GD, es significativamente menor que en el GC.
2) alos 45 y 90 dias no existen diferencias significativas entre los tres gé‘upos de animales.

En la misma Fig. 14A, en relacién con el tiempo, el valor de Bmax para ' I-ET-1:

1) en el GC disminuye con la edad, siendo significativamente mayor en las ratas de 15 dfas que
en las de 90 dias.

2) en el GD tiende a aumentar con la duracidn de la diabetes, aunqué no existen diferencias
significativas entre los tres tiempos estudiados.

3) en el GT no hay variaciones entre los tres tiempos estudiados.
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Fig. 14.- Representaci6n grifica de los valores de Bmax (fmol/mg de protefna) obtenidos a partir de los
resultados de los experimentos de saturacion (Tabla I) utilizando ' I-ET-1 (grafica A) y '** I-ET-3
(gréfica B) con membranas de retina de los animales del GC (@), del GD (&) y del GT (A) alos 15,
45 y 90 dfas de la inducci6n de la diabetes. Las barras verticales representan la SEM de cada
determinacién. ® diferencia significativa (p<0.05) respecto del GC para un mismo tiempo, * diferencia
significativa (p<0.05) respecto del GT para un mismo tiempo, 9 diferencia significativa (p<0.05)
respecio de los 15 dias de la induccion de la diabetes dentro del mismo grupo de animales,  diferencia
significativa (p<0.05) respecto de los 45 dias de la induccién de la diabetes dentro del mismo grupo de
animales (n=4), :
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En la misma Fig. 14B, en relacién con el tiempo, el valor de Bmax para ** I-ET-3:

1) en el GC y el GT disminuye con el tiempo, siendo significativamente mayor a los 15 y a los

45 dias que a los 90 dias en ambos grupos.

2) en el GD aumenta con el tiempo, y es significativamente menor a los 15 dias que a los 45

dias.

43.2 ENSAYOS DE COMPETICION PARA CALCULAR EL
PORCENTAJE DE RECEPTORES TIPO A (ETA) Y TIPO B (ETB) DE
ENDOTELINA. |

Los resultados obtenidos en estos experimentos aparecen reflejados en 1a Tabla 11, en la
que se muestran los porcentajes de receptores ETA y ETB calculades usando los andlogos
especificos BQ123 (antagonista del receptor ETA) y S6c¢ (agonista del receptor ETB) en los

tres grupos de ratas para los tres tiempos estudiados.

TABLA II. RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS DE
DESPLAZAMIENTO UTILIZANDO LOS ANALOGOS S6C Y BQ123.

GRUPO EXPERIMENTAL USANDO BQ123 USANDO S6C
%ETA | %ETB %ETA | %ETB
15 DIAS DE TRATAMIENTO
RATAS CONTROLES (GC) 3610 6410 3947 61+7
RATAS DIABETICAS (GD) 41+11 59+11 5749 4349
RATAS TRATADAS (GT) 3115 69+15 366 6416
45 DIAS DE TRATAMIENTO
RATAS CONTROLES (GC) 5319 4749 3417 6617
RATAS DIABETICAS (GD) 3613 643 3613 6443
RATAS TRATADAS (GT) 364 64:t4 3945 61+5
90 DIAS DE TRATAMIENTO
RATAS CONTROLES (GC) 4944 5144 5113 4943
RATAS DIABETICAS (GD) 2542989 | 754099 314329 69+3%°
RATAS TRATADAS (GT) 37+4 634 5346 4746

Tabla II.- Porcentaje de receptores tipo A (ETA) y tipo B (ETB) obtenidos a partir de cuatro
experimentos de competicién realizados de forma independiente utilizando '**I-ET-1 y membranas de
reting de los tres grupos de ratas a los 15, 43 y 90 dias de la induccién de la diabetes, en presencia de
los andlogos especificos BQ123 y S6¢. Los datos son la media + SEM (n=4). ¥ diferencia significativa
{p<0.05) respecto del GC para un mismo tiempo, » diferencia significativa (p<0.05) respecto del GT
para un mismo tiempo, ? diferencia significativa (p<0.05) respecto de los 15 dias de la induccién de
la diabetes dentro del mismo grupo de animales,  diferencia significativa (p<0.05) respecto de los 45
dias de la induccitn de la diabetes dentro del mismo grupo de animales,
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Puede observarse que, en cada grupo de animales, el por:centaje de receptores
calculado a partir de los experimentos realizados con uno de los :inélogos, es similar al
calculado utilizando el otro andlogo. Por otra parte, cuando se suma el porcentaje de
receptores ETA calculado utilizando uno de los andlogos y el porcentaje de receptoreé ETB
calculado utilizando el otro andlogo, el resultado no es, en ninglin caso, significativamente
distinto de 100.

En la Fig. 15, utilizando los valores de la Tabla II, se representa graficamente la proporcién de

receptores ETA y ETB calculada usandoe los andlogos BQ123 y Séc, respectivamente. En la

Fig. 15A puede observarse que, al comparar entre los diferentes grupos para un mismo tiempo, se

observa que la proporcién de receptores ETA: |

1) a los 15 y a los 45 dfas no existen diferencias significativas cnt;rc los tres grupos de
animales. | ‘ |

2) a los 90 dias es significativamente menor en el GD que en el GC.

En la misma Fig. 15A, en relacién con el tiempo de tratamiénto, la proporcién de

receptores ETA:

1) en el GC tiende a aumentar, aunque no existen diferencias significativas.

2) en el GD disminuye, y es significativamente mayor a los 15 que a los 90 dias.

3) en el GT tiende a aumentar, aunque no existen diferencias significativas.

En la Fig. 15B puede observarse que, al comparar entre los diferentesi grupos para un mismo
tiempo, se observa que la proporci6én de receptores ETB: ,
1) a los 15 y a los 45 dias no aparecen diferencias significativas entre los tres grupos.

2) alos 90 dias, en el GD, es significativamente mayor que en el GC.

En la misma Fig. 15B, en relacién con el tiempo de tratamiento, la proporcién de
receptores ETB: _

1) en el GC y en el GT tiende a disminuir, aunque no existe una diferqncia significativa entre
los tres tiempos estudiados en ambos grupos. .
2) en el GD aumenta, y es significativamente menor a los 15 dias que a los 90 dfas.

En experimentos de competicién, similares a los descritos en los. pdrrafos anteriores, en

los que se utilizé '** I-ET-3, el S6¢ desplaza totalmente la uni6n especifica de la hormona,

mientras que el BQ123 no afecta a dicha unién.
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Fig. 15.- Representacién gréfica de los porcentajes de receptores ETA (grﬂﬁca A) y ETB (gréfica B)
obtenidos a partir de los experimentos de competicién (Tabla IT) utilizando '* I-ET-1 y membranas de
retina de los animales del GC (@), del GD (A) y del GT (&) a los 15, 45 y 90 dias de la induccién de
la diabetes, en presencia de los andlogos especificos BQ123 y S6¢. Las barras verticales representan la
SEM de cada determinacién. ® diferencia significativa (p<0.05) respecto del GC para un mismo tiempo,
® diferencia significativa (p<0.05) respecto del GT para un mismo tiempo, © diferencia SIgmﬁcaLwa
(p<0.05) respecto de los 15 dfas de la inducci6n de la diabetes dentro del mismo grupo de animales, ¥
diferencia signiftcativa (p<0.05) respecto de los 45 dfas de la induccién de la diabetes dentro del mismo
grupo de animales (n=4).
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Los ensayos de unién de las ETs a sus receptores en las membranas de retina
demuestran que existen dos poblaciones de receptores de alta afinidad para estas hormonas en
la retina de rata, cuyas caracteristicas coinciden con los descritos én la bibliografia como
receptor tipe A (ETA), con mayor afinidad por la ET-1 que por ET-3 y receptor tipo B (ETB),
con igual afinidad por ** I-ET-1 y ' I-ET-3. En los ensayos de saturacién se pone de
manifiesto que la densidad de receptores para ET-1 es mayor que ﬁara ET-3 en todos los
grupos de animales, esto es debido a que la '’ I-ET-3, en las condiciones en que se realizan
estos ensayos, sdlo se une a los receptores ETB, puesto que presenta una baja afinidad por los
ETA. Por tanto, los receptores que se ponen de manifiesto en los ensayos de saturacién usando
'® I.ET-3 son receptores, en su prictica totalidad, de tipo ETB, mientras que los que se
detectan con la '** I-ET-1 corresponden al total de los receptores, es decir, la suma de los

receptores ETA y ETB.
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£ 60-
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o 40 :
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Fig. 16.- Porcentaje de receptores ETB en las membranas de retina de las ratas del GC (@), del GD
(A) y del GT (D). a los 15, 45 y 90 dias de la induccién de la diabetes calculados a partir de los
experimentos de saturacién (se considera que los receptores que se detectan usando ** I-ET-3 son de
tipo ETB, y que los que se detectan usando ‘* I-ET-1 son el total (ETA + ETB) de receptores (n=4).
Las barras verticales representan la SEM de cada determinacién. ¥ diferencia significativa (p<0.05)
respecto det GC para un mismo tiempo, ™ diferencia significativa (p<0.05) respecto del GT para un
mismo tiempo, ? diferencia significativa (p<0.05) respecto de los 15 dias de la induccién de la diabetes
dentro del mismo grupo de animales, ® diferencia significativa (p<0.05) respecto de los 45 dias de Ia
induccion de la diabetes dentro del mismo grupo de animales (n=4).
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De esta manera, como muestra la Fig. 16, se puede calcular el porcentaje de receptores
ETB a partir de los experimentos de saturacién (Tabla I), considerando que los receptores que
se detectan usando '* I-ET-3 son tipo ETB, y que los que se detectan usando *I-ET-1 son el
total de receptores (ETA + ETB). Se puede observar como existe una clara analogfa entre los
porcentajes asi obtenidos (Fig. 16) y los conseguidos utilizando los andlogos especificos de
ambos tipos de receptores (Fig. 15B).

Por tanto, la densidad y la proporcién de los dos tipos de receptores de endotelina en
las membranas de retina de rata varian por efecto de, al menos, dos factores, la edad y la
diabetes, puesto que pueden observarse diferencias significativas tanto dentro de cada grupo
con el tiempo de tratamiento, como entre grupos en cada tiempo estudiado. Es especialmente
significativo el descenso de la Bmax de la '*’I-ET-1 en el GC durante el periodo de tiempo que
abarca el experimento, este descenso no se produce en el GT, mientras que en el en el GD la
Bmax incluso aumenta. Es importante seiialar el descenso de la Bmax de la '*I-ET-3 en el GC
y en el GT, mientras que en el GD este parimetro se eleva durante el periodo de tiempo
estudiado. Estos cambios en la Bmax implican un cambio en la proporcién de sitios de unién
para 'PI-ET-1 y 'I-ET-3, que es corroborado por los experimentos de competicién usando
BQ123 y S6c, en los que se muestra que en el GD aumenta la proporcién de ETB durante el
periodo que abarca el experimento, siendo significativamente mayor que en el GC y el GT a los
90 dias de la induccién de la diabetes.

4.4 UNION COVALENTE DE AFINIDAD DE LA LLET-1 Y
LA ®I.ET-3 A LAS MEMBRANAS DE RETINA.

Estos experimentos permiten caracterizar, por su peso molecular, las protefnas de las
membranas de la retina neural de rata a los que se unen las dos hormonas marcadas que se han
utilizado. Como muestra la Fig. 17, la incubacién de membranas de retina de los tres grupos de
ratas a los 90 dias de la induccién de la diabetes con '“I-ET-1 (A) o con "®I-ET-3 (B), seguido de
unién covalente de afinidad (cross-linking) con DSS entre la hormona y el receptor, y su posterior
electroforesis en geles de poliacrilamida, dio como resultado la aparicién, en los tres grupos de
animales, de dos bandas especificas a las que corresponde una masa aparente aproximada de 34 y
52 KDa. Las bandas marcadas son especificamente eliminadas cuando la incubacién de las
membranas se realiza en presencia de ET-1 o ET-3 a una concentracidn 0.1 uM.
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Fig. 17.- Unién covalente de afinidad y movilidad electroforética de los sitios de unién de 'I-ET-1 (imagen A) y '¥I-
ET-3 (imagen B) presenies en las membranas de retina de los animales del GC, del GI), y del GT a los 90 dias de la
induccion de la diabetes. Las membranas fueron incubadas con hormona marcada (' I-ET-1 o 2 I-ET-3), 40 pM, en
ausencia (-) o en presencia (+) de 0.1 pM de 1a hormona no marcada.
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4.5. MICROAUTORRADIOGRAFIA.

Estos experimentos fueron disefiados para conocer la distribucitjn de los sitios de unién
de Ia "’ I-ET-1 y Ia "® I-ET-3 en la retina de los tres grupos de ratas a los 90 dias de la

induccidn de la diabetes.
4.5.1 SECCIONES INCUBADAS CON '"PI-ET-1.

Los resultados de los experimentos de microautorradiografia lj.ltih'zand() 12 ET-1 se
reflejan en las Fig. 18, que muestra las imdgenes obtenidas con el fétomicroscdpio a partir
cortes seriados de ojos del GC (Fig. 18 A-E), del GD (Fig. I8 F-J) y idel GT (Fig. 1§ K-O) a
los 90 dias de la induccién de la diabetes. En la primera fila (Fig. 18 ;A,F,K) se muestran las
secciones incubadas con ' I-ET-1 40 pM en ausencia de ligandos nd marcados, teiiidas con
azul de toluidina y fotografiadas con el condensador de campo claro; en ellas se sefiala la
sttuacion de la esclerdtica (E), la coroides (C) y las distintas capas de la retina. El resto de las
imdgenes de la Fig. 18 se han fotografiado con el condensador de campo oscuro y encima de
cada una de ellas aparece la gréfica con el perfil de densidad Gptica conseguido sobre una linea
perpendicula_r a la retina en cada una de las secciones (ver seccion 3.4.6.4 de Materiales y
Métodos). Cada uno de los tres perfiles que acompafan a cada fofograffa perienece a un
experimento independiente. De los tres, el representado por la linca mﬁ;s grucsa, es el obtenido
sobre la linea blanca marcada en la fotograffa de campo oscuro que apatrece en la figura.

Puede observarse que existe un claro paralelismo entre los tres perfiles de densidad
6ptica en todas las figuras, lo que indica que los resultados obtenidos en los tres experimentos
son similares. En todas las imdgenes de campo oscuro, la escler6tica aparece muy brillante
aunque apenas presenta granos de plata, debido a que las fibras de este tejido reflejan
intensamente la luz del condensador de campo oscuro. En todos los casos, la coroides presenta
una densidad elevada de granos de plata sin diferencias relevantes entre los tres grupos.

En las secciones incubadas con '’ I-ET-1 40 pM en ausencia de ligandos no marcados
procedentes del GC (Fig. 18 B), los granos de plata aparecen distribuidcl)s sobre todas las capas
de la retina siendo més abundantes en las capas mds internas: la capa de niicleos interna (CNI),

la capa plexiforme interna (CPI) y en la capa de células ganglionares (CCG).
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Fig. 18.- Localizacién mediante microautorradiografia de los sitios de unién para ‘% I-ET-1 en
secciones consecutivas de fos ojos de las ratas del GC (A-E), del GD (F-J}, iy del GT (K-O) a los 90
dias de la induccidn de la diabetes. Todas las secciones fueron incubadas con 125 [.ET-1 (40 pM). Las
secciones incubadas en ausencia de ligandos no marcados (B,G,L) muestran la localizacion del total de
10s sitios de uni6n (receptores ETA+ETB). La incubacién de las secciones en presencia de ET-10.1uM
(C,H,M) elimina casi por completo los granos de plata, indicando que la sefial obtenida en el resto de
las secciones es especifica. En las secciones incubadas en presencia de S6c 0.1 uM (D,I,N} los granos
de plata muestran la localizacién de los receptores ETA, mientras que las secciones incubadas en
presencia de BQ123 1uM (E,},0) los granos de plata muestran Ia situacién de los receptores ETB. En
la parte superior de cada imagen de campo oscuro aparece una grafica que muestra ¢l perfil de
densidad optica obtenido sobre una linea que atraviesa perpendicularmente la retina. Cada uno de los
tres perfiles corresponde a un experimento independiente, €l perfil representado con la linea mis
gruesa representa 1a densidad dptica obtenida sobre la linea blanca marcada en la fotografia de campo
oscuro que se muestra. Las imégenes de campo claro (AF,K) se corresponden con las secciones
incubadas en ausencia de ligandos no marcados (B,G,L). (E esclerética, (IZ coroides, CCB capa de
conos y bastones, CNE capa de nicleos externa, CNI capa de nicleos interna, CPI capa plexiforme
interna, CCG capa de células ganglionares.(80X). ;
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En las secciones procedentes del GD (Fig. 18 G) Ia distribuci(’)n de los sitios de unién
de la '® I-ET-1 muestra un patrén similar al correspondiente al GC, .aunque en la CCG los
granos de plata aparecen formando cimulos. Sin embargo, en las secciones procedentes del
GT (Fig. 18 L), a diferencia de lo que ocurre en la retina de los otros dos grupos de ratas, se
observa una intensa sefial en la capa de conos y bastones (CCB) y en la capa plexiforme
externa (CPE). Al igual que ocurre en el GC, en el GT los granos de?plata tambi¢n son muy
abundantes en la CCG. 1

En las secciones adyacentes a las anteriores, incubadas en presencia de ET-1 0.1 uM
(Fig. 18 C,H,M), la adicién de hormona no marcada elimina por comﬁleto la aparicién de los
granos de plata, lo que indica que la sefial obtenida es especifica. .

En las secciones incubadas con '“I-ET-1 en presencia de Séc 0.1 pM (Fig. 18 D,IN)
los granos de plata muestran la localizacién de los receptores ETA. E!n las secciones del GC
(Fig. 18 D), los granos de plata aparecen distribuidos de forma difusa y homogénea sobre
todas las capas de la retina. Una distribucién similar se observa en las Esecciones del GD (Fig.
18 I). Sin embargo, en las secciones del GT (Fig. 18 N), se observa una densa banda de granos
de plata extendiéndose entre la CNI y la CCG.

En las secciones incubadas con '"“I-ET-1 en presencia de BQI?.:3 1uM (Fig. 18 E.J,0)
los granos de plata muestran la localizacién de los receptores ETB. En las secciones
correspondientes al GC (Fig. 18 E), la sefial aparece difusa sobre la capa de nicleos externa
(CNE), la CNI y la CCB, mientras que en la CCG se observan densos: cimulos de granos de
plata. En las secciones del GD (Fig. 18 J) la distribucin de la sefial es sumla: a la del GC. En
las secciones del GT (Fig. 18 O) se observa una difusa cubierta de granbs de plata sobre todas
las capas de la retina, sin que aparezcan los cimulos de granos que se cj>bservan sobre la CCG
en los otros dos grupos de ratas. :

En resumen, en la retina del GC los sitios de uni6n de '*’I-ET-1 se detectan en todas las
capas, siendo mds abundantes los ETB que los ETA. A su vez, mientras los ETA se
distribuyen de forma homogénea, los ETB se concentran en las capas mlé,s internas de la retina,
especialmente en la CCG. En la retina del GD, al igual que en el GC, los ETB son mas
abundantes que los ETA en las capas mds internas de la retina, pero aparecen formando
cimulos en la CCG. Los ETA también aparecen distribuidos de forma homogénea. En la retina
del GT los sitios de unién de '*I-ET-1 son més abundantes que en la rétina del GC o del GD.

Este incremento es debido principalmente al incremento del nimero defreceptores ETA en las

capas m4s internas de la retina.
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Fig. 19.- Localizacién mediante microautorradiografia de los sitios de unién de la '*I-ET-3 en
secciones consecutivas de ojos de ratas del GC (A-C), del GD (D-F), y del GT (G-1) a los 90 dias de la
induccion de la diabetes. Las secciones fueron incubadas con '>* 1-ET-3 40 pM en ausencia de ligando
no marcado (A,D,G), en presencia de ET-3 0.1 pM (B,E.H) o ¢n presencia de $6¢ 0.1 uM (C,F.1).
Encima de cada imagen dc campo oscuro se muestran los perfiles de densidad dptica obtenidos sobre
una linea que atravicsa perpendicularmente la retina. Cada uno de los tres perfiles corresponde a un
experimento independiente, él perfil representado con la linca mas gruesa representa la densidad
dptica obtenida sobre la linca blanca marcada cn la fotografia de campo oscure que se muestra. (E
esclerdtica, C coroides, CCB capa de conos y bastones, CNE capa de miicleos externa, CNI capa de
nucleos interna, CPI capa plexiforme interna, CCG capa de células ganglionares. (80X).
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4.5.2 SECCIONES INCUBADAS CON ¥*I-ET-3.

Los resultados de los experimentos de microautorradiografia 1;1tilizand0 1 1-ET-3 40
pM se reflejan en las Fig. 19, que muestra las imdgenes obtenidas con el fotomicroscopio a
partir cortes seriados de ojos del GC (Fig. 19 A-C), del GD (Fig. 19 D-F) y del GT (Fig. 19 G-
I) a los 90 dfas de la induccién de la diabetes. Como en las secciones ixécubadas con "PI-ET-1,
la esclerética aparece muy brillante aunque apenas presenta granos de plata, debido a que las
fibras de este tejido reflejan intensamente la luz del condensador de callrnpo oscuro. En todos
los casos, la coroides presenta una densidad elevada de granos de plata sin diferencias
relevantes entre los tres grupos. :

En las secciones procedentes de los tres grupos de ratas, los granos de plata que
corresponden a los sitios de unién de la 121.ET-3 (Fig. 19 A,D,G’) aparecen localizados
principalmente sobre las capas m4s internas de la retina: la CNI, la C]PI y la CCG. Por otra
parte las secciones procedentes del GD (Fig. 19 D) muestran una mayof densidad de granos de
plata que las procedentes del GC (Fig. 19 A) y del GT (Fig. 19 G). La uni6n de la "*I-ET-3 es
especifica, puesto que la presencia de ET-3 0.1 pM elimina por completo la aparicién de los
granos de plata (Fig. 19 B,E,H). La incubacién de las secciones en prgsencia de Sé6c 0.1 uM
(Fig. 19 C,E,I}, también elimina por completo la aparicién de granos de i)lata, lo que indica que
la '"PI-ET-3, a la concentracién que se usa en estos experimentos, se uhe principalmente a los
receptores ETB.

Estos experimentos demuestran que la ' I-ET-3 a la concentracién utilizada (40 pM) sélo
se une a los receptores ETB, por los que tiene elevada afinidad, y qhe éstos se encuentran
localizados principalmente sobre la coroides y 1a CCG en la retina de los tres grupos de animales.

Estos experimentos sefialan que la retina del GD posee mayor nﬁrélero de receptores ETB

que la retina del GC o del GT.

4.6 MEDIDA DE LA ET-1 INMUNORREACTIVA.

1

La tabla III muestra los valores de ET-1-IR presentes en ¢l pla:sma de las ratas de los

tres grupos de ratas a los 15, 45 y 90 dfas de la induccién de la diabetes.
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TABLA IIL ET-1-IR (pg/mi) EN EL PLASMA DE LAS RATAS

TIEMPO TRAS LA INDUCCION iDELA DIABETES

15 DIAS 45 DIAS - 90 DIAS

RATAS CONTROLES (GC) 5.7+0.6 49+04 49 +0.3
RATAS DIABETICAS (GD) 5.6 +0.7 55+04 6.8 +0.32”

RATAS TRATADAS (GT) 4905 45+0.3 48+03

Tabla IIL.- Valores de ET-1 inmunorreactiva en el plasma de las ratas del GC, del GD y del GT a los
15, 45 y 90 dias de la inducci6n de la diabetes. Los datos (pg/ml) son la media + SEM. ¥ diferencia
significativa (p<0.05) respecto del GC para un mismo tiempo, * diferencia’ significativa (p<0.05)
respecto del GT para un mismo tiempo, © diferencia significativa (p<0.05) respecto de los 15 dias de
la inducci6n de la diabetes dentro de! mismo grupo de animales, ¥ diferencia significativa (p<0.05)
respecto de los 45 dias de la induccidn de la diabetes dentro del mismo grupo de animales {(n=12).

La concentracién plasmatica de ET-1-IR no varia signjﬁcativémente {p<0.05) con ¢l
tiempo en el GC y el GT. Sin embargo, en el GD, a los 90 dias de la inducci6n de la diabetes,
los valores de ET-1-IR son significativamente superiores a los del GC y:GT.
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5 DISCUSION. !

Este trabajo muestra, mediante ensayos de uni6n ligando-receptor, la existencia

i
1

de sitios de unién de alta afinidad para las endotelinas en la retinla neural de rata.
Nuestros resultados indican que estos sitios de unién coinciden en sus caracteristicas
con las de los dos tipos de receptores clonados en distintas especies de;vertcbrados (Arai
y col, 1992; Sakurai y col., 1992), denominados ETA y ETB. Tamb:ién demostramos,
mediante el clisico modelo experimental de diabetes inducida con STZ, que la densidad
y la proporcién de receptores ETA y ETB en la retina neural de las r:;nas diabéticas, se
encuentra alterada en comparacién con las ratas controles, y que ei tratamiento con
insulina no revierte totalmente dichas alteraciones. Es importante resaltar que estos
sitios de unién se encuentran situados en la retina neural, puesto queila.s preparaciones
de membranas de retina que se utilizan para este tipo de estudios, realizados segiin el
método descrito por Zahniser y col. (1984), estdn libres de contaminajcién vascular, La
ausencia, en nuestras preparaciones de membranas, de inmunoneaé:tividad frente al
factor VIII de coagulaci6én, un marcador de células endotelialcs,: corrobora estos
resultados.

El andlisis de Scatchard de los resultados de los experimentos de saturacién
revela Ia existencia de sitios de unién de alta afinidad, con una Kd eémtrc 30 y 50 pM,
tanto para la ET-1 como para la ET-3, en los tres grupos de ratas (controles, diabéticas,
y diabéticas tratadas con insulina) y a los tres tiempos estudiados (15, 45, y 90 dias
después de la induccién de la diabetes con STZ). La identificacién de un sélo sitio de
unién en los experimentos de saturacién es, sin embargo, compatible ?con la existencia
de dos poblaciones distintas de receptores de las endotelinas en Ia;s membranas de
retina, debido a las caracteristicas de estos receptores. La ET-1 presénta una afinidad
similar por los dos tipos de receptores localizados en los tejidos de los mamiferos, por lo
que la transformacién de Scatchard de los experimentos de saturacién utilizando 1B
ET-1 refleja curvas monofésicas, aunque se encuentren presentes en 'el tejido los dos
tipos de receptores. La ET-3 presenta baja afinidad por el ETA, habiéndose calculado
una Kd de aproximadamente 10 nM en la retina de ratas normales, y alta afinidad por el
ETB, con una Kd de 40 pM (De Juan y col, 1995). En nuestros ;experimentos de
saturacién se usa un rango de concentraciones de '** I-ET-3 entre 2 y 150 pM y, a estas
concentraciones, 1a hormona marcada se une mayoritariamente a sus receptores de alta

afinidad, los ETB, mientras que los receptores de baja afinidad, los ETA, quedan
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practicamente vacios. Debido a esto, en los experimentos de saturacidn usando '*I-ET-
3, los resultados de la transformaci6n de Scatchard se ajustan a un modelo de un wnico
sitio, puesto que s6lo se detectan los receptores tipo ETB. En la mayor parte de los
trabajos que aparecen en la bibliografia, en los que se usan bajas cé)ncentraciones de
'I-ET-3, los ensayos de saturacién revelan la existencia de un sélo s;itio de uni6n para
ET-3; sin embargo, Ishikawa y col (1991) utlizando un amplio rango de
concentraciones de 'I-ET-3 (de entre 0.01 y 5 nM) detectan, mediante ensayos de
saturacion en membranas de corazén de rata, la existencia de dos sitios de uni6n para la
ET-3, uno de baja afinidad que coincide con las caracteristicas del receptor ETA, y otro
de alta afinidad que coincide con las caracteristicas del receptor ETB En la misma
linea, pero utilizando técnicas de microautorradiografia, McCumber y col. (1994) han
puesto de manifiesto la existencia de receptores tipo ETA en la retina I;umana utilizando
la capacidad de la ET-3, a bajas concentraciones, para desplazar a la '®I-ET-1 de los
receptores ETB, sin afectar a la "*I-ET-1 unida a los receptores ETA. ;En consecuencia,
es evidente que los experimentos de saturacién usando '>L-ET-1 permiten estudiar el
total de los receptores de endotelinas (ETA + ETB), mientras que los experimentos de
saturacién usando 'I-ET-3 permiten caracterizar solamente los recéptores ETB. Por
otra parte, la utilizacién de los andlogos especificos S6¢ (un agonista c:iel receptor ETB)
y BQI123 (un antagonista del receptor ETA), en experimentos de competicién por los
sitios de unién de la '*I-ET-3, en los que la '%I-ET-3 es totalmente desplazada por la
S6c mientras que el BQ123 no afecta a la unién de la hormona marcacia, demuestra que
la ET-3 actia, a las concentraciones adecuadas, como un ligando éspecifico de los
receptores ETB, con la ventaja sobre estos andlogos de que se trafa de un ligando
endégeno de los receptores estudiados. '

Los resultados que hemos obtenido al calcular el valor de la Kd de las dos
hormonas marcadas en las membranas de retina de los tres grupos de ratas, son
similares a los previamente obtenidos en nuestro laboratorio en las mefnbranas de retina
de ratas normales (De Juan y col, 1993; y 1995), y en corteza cerebral humana
(Fernandez-Durango y col., 1994), asf como en otros tejidos como cerebelo de rata
(Williams y col., 1991), rifién humano y de rata (Davenport y col,, 19é9), y coraz6n de
rata (Katwa y col,, 1993). Otros autores, sin embargo, han calculado vﬁlores de Kd enel
rango nM para los receptores de la '*I-ET-1 y la '®I-ET-3 en esos mismos tejidos (ver
Lovenger y col., 1990, para revision). El andlisis de Scatchard en los;experimentos de

saturacién de estos trabajos, se traduce también en curvas monofisicas que reflejan la
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existencia de un s6lo sitio de unién para la ET-1 y la ET-3. Estas discrepancias en la
afinidad de los receptores de las endotelinas, que se observan en los resultados de
distintos autores, parecen ser debidas a la técnica utilizada y a las condiciones de
incubacion, y no a la existencia de otros receptores diferentes de los dos tipos que han
sido clonados en los tejidos de los mamiferos.

Una interesante caracteristica de estos péptidos es la lenta disociaci6én de las
endotelinas de sus receptores en la mayoria de los tejidos estudiados (Hirata y col.,
1988; Lovenberg y col, 1990; De Juan y col, 1993), que alg{mos autores han
relacionado con su prolongada accién vasoconstrictora (Sirvio y col.j, 1990). Por este
motivo, Wagonner y col. (1992) sugieren que no se debe asumir que en la unién de las
endotelinas a sus receptores se alcanza el equilibrio quimico, al menos en las
condiciones de incubacién cominmente usadas. Estos autores prc;ponen que, para
definir los pardmetros caracteristicos del sistema de las endotelinas, es mis correcto
aplicar un andlisis cinético de la interaccién ligando-receptor, esthnaﬁdo el valor de la
Kd a partir de las constantes cinéticas K.; y K; , que aplicar un anéliéis al equilibrio y
estimar el valor de la Kd mediante el andlisis de Scatchard. Sin erﬁbargo, todos los
grupos de investigacion referidos en la bibliografia utilizan el andlisis de Scatchard para
caracterizar los receptores de estos péptidos, sin duda con el objeto de poder comparar
sus resultados con los previamente publicados, aunque es evidente qu:e las condiciones
de incubacién pueden variar substancialmente el valor de los pardmetros calculados.

Los experimentos de microautorradiografia demuestran que 1023 sitios de unién
especifica para '*’I-ET-1 en la retina de los animales del grupo control, aunque aparecen
sobre todas las capas, se concentran principalmente en la coroides y :en las capas mas
internas de la retina (capa de células ganglionares y capa plexiforme interna). Utilizando
los andlogos especificos S6c y BQ123 se pone de manifiesto que, tanto los receptores
ETA como los ETB, aparecen sobre todas las capas de la retina, y que mientras los
receptores ETA aparecen distribuidos de una manera homogénea, los receptores ETB se
concentran mayoritariamente sobre la coroides y la capa de células 'ganglionares. La
utilizacién de los andlogos también pone de manifiesto que e:éiste una mayor
abundancia de los receptores ETB que ETA en todas las capas de la retina. De acuerdo
con estos resultados, en el grupo control, los sitios de unién para 1-ET-3, que indican
la presencia de receptores ETB, se distribuyen sobre todas las capas de la retina
apareciendo con mayor densidad sobre la coroides y las capas més internas de la retina,

especialmente sobre la capa de células ganglionares. McCumber y col (1994) usando
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una metodologia similar a la que nosotros empleamos, aunque sinI utilizar andlogos
especificos de los dos tipos de receptores, sobre secciones de ojos d:e conejo albino y
0jos humanos, sugieren que los receptores ETA se encuentran principalmente asociados
a los vasos de la coroides y de las capas internas de la retina, mientras Eque los receptores
ETB estdn situados principalmente sobre las capas de la retina que no presentan vasos.
Por otra parte, Sitt y col. (1996) han demostrado, en ojos humanos y de rata, mediante
autorradiografia usando '*I-ET-1 y '*I-ET-3 que ambos tipos de receptores aparecen
en todas las capas de la retina, que los vasos de la coroides y de la retina presentan
ambos tipos de receptores, y que en la capa de cé€lulas ganglionares SOI;I muy abundantes
los receptores ETB. Nuestros resultados, en parte de acuerdo con 105 de Sitt y col.
(1996), muestran que la distribucién de los receptores de las endotelinas en la retina de
rata es mas compleja que la descrita por McCumber y col., (1994), ya que utilizando Ia
S6c y BQ123 probamos la presencia de ETA y ETB sobre la coroides y la capa de
células ganglionares, que son capas vasculares en la retina de rata. En resumen, estas
dos capas deben presentar ambos tipos de receptores de las endotelinas, aunque
posiblemente est4n situados en distintos tipos de células, predominando el ETA sobre
las células vasculares, mientras que el ETB es mds frecuente en las células gliales y en
las neuronas. I
En este trabajo establecemos la preséncia de ET-1-IR en la rétina de las ratas
controles mediante técnicas de inmunchistoquilnica en secciones del ojo, apareciendo
marcadas por la inmunotincién la capa de miicleos interna y la capa de células
ganglionares, asi como la coroides. Numerosos autores han verificado la presencia de
las endotelinas en la retina. Se han detectado ET-1-IR y ET-3-IR por
radioinmunoandlisis en extractos de retina humana, y de rata (McCurr:xber y col, 1991;
De Juan y col, 1993 y 1995; Chakravarthy y col., 1994). Igualmente, s!c ha detectado la
expresién del ARNm de estos péptidos en la retina de rata y humana (McCumber y col.,
1989; Chakravarthi y col, 1998). Mediante técnicas de inmunohistoqlizﬁnica, Wollesak
y coL (1997} han localizado ET-1-IR en los vasos de la retina humar;a y en el nervio
Optico, pero no en la retina neural; sin embargo, Sitt y col (19965 han descrito la
presencia de ET-1-IR y ET-3-IR asociadas a los vasos sanguineos de la retina vy,
también, en la capa plexiforme interna y en el segmento interno de los fotorreceptores
de retina humana y de rata. |
Todos estos resultados nos hacen pensar que la ET-1 y la ET-3, al actuar sobre
sus receptores, deben realizar una funci6n fisiol6gica en la retina neural de la rata, que
I
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| probablemente sea andloga a la que se ha sugerido para ellos en elisisl:ema nervioso
central, donde parecen funcionar regulando la actividad neuronal (McCumbcr y col,
1989). Diversos trabajos demuestran que las endotelinas activan diferentes procesos en
el tejido nervioso. La activacién de los dos tipos de receptores provoca la entrada de
Ca** extracelular y la movilizacién del Ca®* intracelular en las células nerviosas en
cultivo (Reiser y col., 1990), siendo el Ca®* un importante mensajéro dentro de las
neuronas. Se ha demostrado que la entrada de Ca®* extracelular e1:1 respuesta a las
endotelinas se produce a través de los canales i6nicos sensibles a las dihidropiridinas,
que estdn presentes en las neuronas retinianas y que intervienen en la transduccién de la
sefial visnal, proceso en el que las endotelinas podrian estar implicadés (Reiser y col.,
1990). Por otra parte, se ha descrito la accién despolarizante de las endotelinas en
neuronas de la médula espinal in vivo (Yoshizawa y col., 1989) y lal inhibicién de la
secrecidn de neurotransmisores desde las terminales simpéticas (I\iakamura y col,
1989). Las células gliales, que cumplen miltiples funciones en el marixtenimiento de la
homeostasia del tejido neural, también son células diana de las cndoteﬁnas, ya que tanto
los astrocitos (Ehrenreich y col., 1991), como la microglia (Yamashita y col, 1994)
presentan receptores de estas hormonas. De igual manera, s¢ ha corﬁprobado que, en
respuesta a las endotelinas, las células gliales liberan NO (Sakurai- Yamashita y col,
1997) y glutamato (Sasaki y col., 1997), dos importantes mensajeros quimicos, que
regulan el funcionamiento neuronal. .

Un hallazgo importante, derivado del andlisis de los resultados de nuestros
experimentos de saturacién y desplazamiento, es que Ia densidad y la proporcién de
receptores de las endotelinas en 1a retina neural de la rata, varia con la edad. En el grupo
de ratas controles, la densidad total de receptores de las endotelinas, esfirnados mediante
la Bmax calculada en los experimentos de saturacién realizados utilizando '* I-ET-1,
disminuye progresivamente con la edad, siendo significativamente mayfror alos 15 que a
los 90 dias, contados a partir del comienzo del experimento. Este descenso en la
densidad de receptores, es debido principalmente a una disminucién de la presencia de
los receptores ETB, ya que la Bmax en los experimentos de saturacién utilizando ' I-
ET-3 disminuye durante el periodo de tiempo que abarca el experimer"lto, y también se
produce un descenso en el porcentaje de receptores ETB calculado en :los experimentos
de competicién. El significado de este hallazgo es, por el rnomen%to, desconocido,
aunque Deng y col, (1999) han demostrado que el flujo sanguineo en 1a retina de ratas

normales de tres meses es significativamente mayor que el que se puede medir,
|
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mediante sonografia Doppler, en ratas normales de 9 meses de edad; lo que, como se
discutird més adelante, puede estar relacionado con la disminucién qﬁe se produce con
la edad en la densidad de receptores ETB en la retina neural. Por otra parte, Vig y col
(1995) mediante experimentos de unién de radio-ligandos, han démostrado que la
densidad de los receptores de ET-1 disminuye en las membranas de cei:rebelo de ratones
entre los 5 y los 20 dias tras el nacimiento, y sugieren que esta dismir{ucién es debida a
la degeneracién de las neuronas durante el desarrollo del sistema nérvioso. En otros
tejidos, como en el tejido vascular de rata, también se ha descrito una disminuci6n en la
densidad de receptores de Ia '*I-ET-1 entre los 5 y los 60 dias de edaci (Ishikawa y col.,
1991; Gu y col,, 1992); como esta variacién en el nimero de receptores va acompaiiada
de una disminucién de la respuesta vasoconstrictora a la ET-1 con la édad, Dohi y col.
(1990) han propuesto que, en el tejido vascular, el tipo de receptéor cuya densidad
disminuye con la edad es el ETA, sin embargo, también podria estar i:mplicado en este
proceso una disminucién de la densidad del receptor ETB, puesto que, posteriormente,
se ha demostrado que en algunos vasos sanguineos este receptor produce también
vasoconstriccién (McMurdo y col., 1993). Nos parece significativo el ?hecho de que, de
forma andloga a lo que ocurre con los receptores de endotelina en la retina, se hayan
descrito cambios en la densidad de los receptores de algunos neuriomoduladores en
distintas regiones del sistema nervioso, incluyendo a la retina, durante las primeras
etapas tras el nacimiento y también en fases adultas en animales de jexperimentacién.
Por ejemplo, la densidad de los receptores de la sustancia P y del polipéptido intestinal
vasoactivo (VIP) disminuye en la médula espinal de la rata entre los 5 y los 30 dias tras
el nacimiento (Kar y col., 1995); en el cerebelo de la rata, la densidad de los receptores
B-adrenérgicos también disminuye durante las dos primeras semanasi de vida, yen la
retina de rata se ha descrito una disminucién de los receptores de sorﬁatostatina en los
primeros dias tras el nacimiento (Sasaki y col, 1997). En ratas adultas, existe una
variacién con la edad de la densidad de los receptores Dy de dopamina en varias zonas
del cerebro y en la retina (Giorgi y col,, 1992). Los autores de estos tfabajos coinciden
en que las variaciones en la densidad de los receptores de los neuromoduladores con la
edad, podrian estar relacionadas con la plasticidad del tejido nerviosc;, es decir con la
capacidad del tejido nervioso para formar nuevas conexiones sinépticas; 0 eliminar otras
innecesarias. Por otra parte, también estd por determinar si la disminucién en la
~densidad de los receptores de endotelina que observamos en nuestro estudio, es debida a
una disminucién en el nimero de células que expresan receptores de endotelina, o bien,
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tiene su origen en una disminucién del nimero de receptores por céhila, en cuyo caso,
podrfa ser causada por un descenso de la expresién de estos receptores, o por un
incremento en la tasa de su degradacién. La posibilidad de que ejl descenso en la
densidad de receptores de endotelina con la edad sea debido a una c}isminucién en el
mimero de células de la retina, estd apoyada por numerosos trabajos qu?c reflejan que, en
la rata y otros animales de experimentacién, la densidad de célﬁlas de la retina
disminuye con la edad. En la rata se ha caracterizado un descensci) del 30% en la
densidad de la capa de niicleos interna y del 50% en la capa de nicleos externa en el
periodo transcurrido entre el primer mes tras el nacimiento y los 36 meses de edad
(Weisse y col., 1990). En el mismo periodo de tiempo, hay un descenso continuado de
la densidad celular en la capa de c€lulas ganglionares similar al de la capa de nicleos
interna (Weisse y col.,, 1990). La capa de conos y bastones de la rata, también se ve
afectada por una pérdida de los fotorreceptores entre los 12 y los 25 meses de edad
(O’Steen y col,, 1990). En la retina de conejo, las células gliales, astrocitos y células de
Muller, disminuyen en nimero tras el nacimiento (Reichenbach y col, 1991). La
desaparicién de c€lulas en la retina con la edad es principalmente debida a la apoptosis
de los diversos tipos celulares y se ha relacionado con la pérdida de a:gudeza visual tan
caracteristica del envejecimiento (Weale, 1989). Los factores ciue producen la
activacion del programa genético que da lugar a la muerte de estas células es, por el
momento, parcialmente desconocido, sin embargo, puesto que las ehdotelinas tienen
una accién mitogénica, y por tanto, actdan regulando el ciclo celuﬁr, podrian estar
implicadas en estos procesos. |

Al comparar los resultados obtenidos en los animales del grupo control con los
del grupo diabético y los del grupo tratado con insulina, se observa qt:le la densidad, la
proporcioén y la distribucidn de los receptores de las endotelinas se enc:uentran alteradas
por efecto de la diabetes inducida con STZ, y que el tratamiento ' con insulina no
consigue corregir por completo estas alteraciones. Al analizar los r%esultados de los
experimentos de saturacién utilizando "PI-ET-1 y '’I-ET-3, a los 15 dfas de la
induccién de la diabetes, se observa que la densidad de receptores totales y de
receptores ETB es significativamente menor en el grupo de ratas dia!béticas que en el
grupo control de la misma edad. Sin embargo, la proporcién de',ambos tipos de
receptores no se ha alterado en el grupo diabético, en comparacin con; el grupo control,
lo que sugiere que la densidad de ambos tipos de receptores disminuye en la misma

proporcién, Estos resultados indican que la densidad de receptores cfe las endotelinas
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disminuye en los primeros dias tras la induccién de la diabetes, debido posiblemente a
las alteraciones metabélicas producidas por la diabetes. El mismo efecto se ha detectado
en las membranas de tejido cardiaco de ratas, a los 3 dfas de Ia mduccién de la diabetes
con STZ, donde se produce una disminucién de la densidad de los receptores de '*°I-
ET-1 (Nayler y col., 1989). En la retina de las ratas diabéticas, este fen?(’)meno podria ser
una respuesta al incremento de la produccién de ET-1 que Takagi y col. (1996) han
demostrado que existe a los 15 dias de la induccién de la diabetes con STZ, puesto que
es conocido que la densidad de receptores de endotelina disminuye al aumentar la
concentracién de su ligando (Ramarchandan y col., 1993). El RIA de ET-1 en el plasma
de las ratas que hemos realizado en nuestro estudio, no dCtCCtEIi una diferencia
significativa en la concentracién plasmatica de ET-1 entre los animales diabéticos y
controles a los 15 dias de la induccién de la diabetes, lo que parece indicar que la
concentracion local de ET-1 tiene una mayor importancia que su concentracién
plasmidtica, en el control de la densidad de sus propios receptores en la retina. Esta
suposicién es consistente con la idea de que las endotelinas actian en los tejidos de
forma autocrina y paracrina (Lovenberg y col., 1990; Ito y col., 1993). También existe
la posibilidad de que existan otros factores implicados en la regulacién de la densidad
de receptores de las endotelinas en la retina neural de rata durante la diabetes. Por otra
parte, a los 45 y a los 90 dias tras la induccién de la diabetes, existe un incremento
significativo de la densidad de los receptores totales de ET en las rinembranas de la
retina de las ratas diabéticas en relaci6n con el grupo control, que se debe
principalmente al aumento en la densidad de los receptores ETB, como lo demuestran
los experimentos de saturacién. También los experimentos de competicién utilizando
los andlogos especificos prueban estos cambios en el grupo diabético, Ipuesto que, a los
45 y a los 90 dias, usando BQ123 se detecta una disminucién sfgnificativa de la
proporcion de los receptores ETA, mientras que usando Sé6c se obser{ra un incremento
significativo de los receptores ETB, respecto del grupo control. Nuestros resultados
difieren parcialmente de los de Chakrabarti y col. (1998), que han detectado un
incremento en la expresién del ARNm de la ET-1, de la ET-3, y de Ios: receptores ETA
y ETB en la retina completa de ratas diabéticas de la cepa BB/W a los 6 meses del inicio
de la enfermedad, en comparacién con ratas controles de la misma edad. Los mismos
autores (Deng y col, 1999) han demostrado recientemente que en la retina de ratas con
diabetes inducida con STZ se produce un incremento de la expresién del ARNm del
receptor ETA sin que varien los niveles del ARNm del receptor ETB, a la vez que se
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produce una disminucién del flujo sanguineo retiniano transcurrido' un mes desde la
induccién de la diabetes; sin embargo, a los seis meses del inicio de la patologia se
produce un aumento de la expresién del ARNm de los dos tipos de receptores y un
aumento del flujo sanguineo en la retina. Las diferencias entre nuestros resultados y los
de estos autores pueden ser debidas a que la edad de los anhnaies estudiados es
diferente, a que la metodologia utilizada es distinta y, por dltimo, a Ique estos autores
analizan la retina completa mientras que en nuestros experimentos de unién de
radioligandos eliminamos el tejido vascular de la retina. El incremento de la densidad de
los receptores ETB se ha podido observar también en membranas de éélulas prostaticas
(Saito y col, 1996a) y de los “vasa deferens” (Saito y col, 1996bj de ratas que se
mantuvieron diabéticas 48 dfas. El incremento de la densidad de receptores ETB en la
retina neural de las ratas diabéticas podria ser una respuesta comp:ensatoria de este
tejido a las condiciones fisiopatoldgicas caracteristicas de la fase de la diabetes en que
se encuentran los animales utilizados, ya que los receptores ETB estimulan la
produccién de 6xido nitrico (NO) (Yanagisawa y col., 1988a; De Nucci y col., 1988),
un factor que produce vasodilatacién de los vasos de la retina (Deussen y col., 1993); de
esta manera, el tejido estaria respondiendo a la disminucién del flujo sanguineo que se
produce en las fases tempranas de la diabetes en la retina. Al tratarse de una sustancia
difusible, el NO producido por una célula puede actuar sobre otras que se encuentren
préximas, siendo de esta manera como ejerce su funcidén vasorregulhdora; asf el NO
producido por las células endoteliales difunde hasta las células del misculo liso vascular
provocando su relajacién (Kuo y col., 1995). Se ha demostrado que el NO producido
por las células nerviosas regula el flujo sanguineo en el sistema nervioso central (Kuo y
col., 1995) y en otros tejidos (Vanderwinder y col, 1992; Billiar, 1995). También se ha
podidio comprobar que las células gliales actan como reservorio de L-Arginina (el
sustrato a partir del cual se sintetiza el NO) para las neuronas, a la vez que producen NO
(Aoki y col, 1991). Todos estos datos, en conjunto, indican que tanfo el NO liberado
por las células endoteliales como el procedente de las células nerviosas contribuye al
control del tono vascular en el sistema nervioso, regulando por tanto, ei flujo sanguineo.
En relacién con la anterior suposicién, Roufail y col. (1998) han demostrado que el
nimero de neurconas de la retina que contienen 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS) es
significativamente menor en las ratas diabéticas que en las ratas controles de la misma
edad entre 1 y 32 semanas desde la induccién de la diabetes con STZ, Sughiendo que la

desaparicion de estas neuronas podria contribuir a las alteraciones que se producen en el
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tejido neural durante la diabetes. A la vista de nuestros resultados, el incremento en la
densidad de los receptores ETB en las membranas de la retina neural podria constituir
una via para contrarrestar la deficiencia de NO que se produce en la retina diabética.

Sin embargo, también se sabe que una excesiva o una prolongada éxposicién de las
neuronas al NO, producido por la activacién de los receptores neuronales de los
amino4cidos activadores, tiene un efecto t6xico sobre las propias células nerviosas
(Dawson y col, 1991), por lo que se ha sugerido que la excesiva formacién de NO
podria ser la causa de la muerte de las neuronas que ocurre en el a:ccidente cerebro-
vascular, que se produce como consecuencia de la isquemia y la anoxia cerebral (Berdt
y col, 1990). De acuerdo con esta idea, se ha comprobado que en situaciones de
. isquemia, las células del tejido nervioso aumentan la expresion de 14 nNOS (Zhang y
col, 1993) e incrementan la produccién de NO (Endoh y col., 1993). Por otra parte, en
ratones deficientes en el gen de la nNOS, los dafios producidos por la Iisquemia cerebral
se reducen en comparacién con ratones controles (Huang y col., 1994), mientras que en
ratones deficientes para el gen de la éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) se
incrementan los dafios producidos por la isquemia cerebral (Huang y col, 1996). Por
este motivo, Kuo y col. (1995) han propuesto que el NO resulta beneficioso en los
primeros instantes tras la isquemia cerebral, al provocar vasodilataci6n y un aumento
del flujo sanguineo, sin embargo, resulta una sustancia neurotéxica si las células
nerviosas sufren una exposicién prolongada a este factor. Por otra parte, el espacio que
queda en el tejido cerebral por la destruccién de las neuronas es oculpado mediante la
proliferacion de células gliales que emigran desde otras 4dreas vy, como han demostrado
Sakurai-Yamashita y col, (1997) utilizando técnicas de autorradiografia con '*’I-ET-1,
en esas células gliales se produce una sobreexpresion de los dos tipos de receptores de
endotelina, y una elevada expresién de la 6xido nitrico sintasa (NOS). Los mismos
autores derquestran, mediante técnicas de inmunohistoquimica, que las zonas del tejido
nervioso dafiadas por la isquemia presentan elevadas concentracionesi de ET-1-IR, por
lo que en esas regiones podrian producirse elevadas cantidades de ;NO que podrian
afectar a otras 4dreas adyacentes. El efecto t6xico del NO sobre las células nerviosas
parece ser debido (Kuo y col, 1995) a que un exceso en su sintesis produce el
agotamiento en las células del NADPH, que es el coenzima que utiliza la NOS, y se ha
sefialado que en la diabetes, este efecto se verfa acentuado (Williamson y col., 1993),
porque la hiperglucemia incrementa la actividad de la aldosa reductasa que también

consume NADPH. En la retina de rata se ha demostrado por técnicas de
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inmunohistoquimica la presencia de nNOS (Pérez y col,, 1995, Roufail y col., 1998), y
en la retina de ratén se ha observado que la sobreestimulacién de la nNOS, por efecto
del glutamato o cuando la retina es sometida a condiciones de hipbxia por oclusién
arterial, estd directamente implicada en la destruccién de las células ganglionares
(Vorwerk y col., 1997). Por tanto, considerando los resultados de todos los trabajos
anteriormente citados y los que nosotros hemos obtenido, podriamos éugerir que, en la
retina de las ratas diabéticas el supuesto aumento de la sintesis de NO, producido por el
incremento de la densidad de receptores ETB podria llegar a ejerceriun efecto toxico
sobre las células nerviosas de la retina, de forma andloga a lo que ocurre en el tejido
cerebral. De acuerdo con esta suposicidn, se ha descrito un incremento en la frecuencia
de la apoptosis en las células del tejido nervioso de la retina, tanto en la diabetes
experimental en la rata, como en la diabetes mellitus en humanos (Barber y col., 1998).
Este incremento se ha detectado tan sélo un mes después de la induccién de la diabetes
con STZ en la rata y se mantiene durante al menos doce meses, lo que sugiere que la
desaparicidn acelerada de las células neurales de la retina se produce poco después del
inicio de la diabetes experimental y que la neurodegeneracién debe ser considerada un
componente de la retinopatia diabética.

Otra posible explicacién para el incremento de receptores ETB en la retina
neural de las ratas diabéticas, que no exciuyé la expuesta en los parrafos anteriores, es
que el receptor ETB funcione como un receptor de aclaramiento, retirando el exceso de
ET-1 presente en los tejidos de los animales diabéticos, ya que se ha demostrado que
cuando la concentracion de ET-1 en los tejidos aumenta, el exceso es :eliminado por un
mecanismo en el que interviene de forma especifica el receptor ETB (Fukuroda y col,
1994; Brunner y col., 1996). |

Los resultados de los experimentos de microautorradiografia nos han permitido
comparar la distribucién de los receptores de las endotelinas en la rctinél de rata entre los
tres grupos de animales. La microautorradiografia no es un método disefiado para
cuantificar los receptores de una hormona presentes en ua tejido, sin{) para mostrar la
presencia o distribuci6n de esos receptores en el tejido. Sin embargo, existen trabajos en
la bibliograffa en los que se describen métodos densitométricos que permiten cuantificar
los resultados de estos experimentos y por tanto comparar entre tejidos distintos (Baskin
y col,, 1986; Stone y col.,, 1996). El andlisis densitométrico de los experimentos de
microautorradiografia que nosotros realizamos en este frabajo permite

fundamentalmente demostrar que la distribucién de los sitios de unién para las
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endotelinas en la retina de rata es similar en los distintos experimentos, es decir que los
resultados son reproducibles, y también permite comparar, de una %orma grafica, los
resultados obtenidos en la retina de los tres grupos de animales. Légicamente, el perfil
de densidad 6ptica varia si la linea sobre la que se ha medido se traslaﬂa alo largo de la
retina, pero al estar este tejido organizado en capas, hemos podido comprobar que esos
cambios son minimos si la retina no se encuentra alterada por el proceso de preparacién
histolégica, por lo que si el perfil se hace en una zona en la que la retina mantenga su
estructura, es representativo de todos los puntos en que pueda realizarse.

El andlisis de los experimentos de microautorradiografia permite detectar
alteraciones en la distribucién de los receptores de endotelina, en las secciones
procedentes de ojos de las ratas diabéticas, en comparacién con las del grupo control, a
los 90 dias de la induccién de la diabetes. En las secciones del grupo diabético
incubadas en presencia de 'I-ET-1, la densidad y distribuci6n de los granos de plata es
similar a la descrita en el grupo control, es decir los granos se distribuyen sobre todas
las capas de la retina, apareciendo con una mayor densidad sobre la coroides y las capas
internas de la retina. También, las secciones incubadas en presencia de BQ123 y Sé6¢c
muestran una mayor presencia de receptores ETB que de ETA en la Tretina de las ratas
diabéticas a los 90 dias de la inducci6n de la diabetes con STZ. Sin embargo, en las
secciones del grupo diabético incubadas con '?° I-ET-3 aparece una mayor cantidad de
granos de plata sobre las capas internas de la retina en comparacién con el grupo
control, lo que sugiere una mayor cantidad de receptores ETB en dichas capas, en las
ratas diabéticas. Sullivan y col (1997) también han descrito un incremento de los
receptores ETB en el cuerpo cavernoso de conejo, a los 6 meses de la induccitn de la
diabetes con aloxano, mediante técnicas de microautorradiografia sifnﬂares a las que
usamos en este trabajo, lo que sugiere que durante la diabetes se producen factores que
provocan una sobreexpresion de este receptor en varios tejidos. Estos resultados son
coherentes con los obtenidos en los experimentos de saturacion, en los que,
previamente, hemos sefialado un incremento de la densidad de los receptores ETB en las
membranas de la retina neural de las ratas diabéticas, respecto de las controles.

El tratamiento con insulina revierte parcialmente el efecto de Ia diabetes, ya que,
a diferencia de lo que ocurre en las ratas diabéticas, en las ratas tratadas con insulina, a
los 15 dias de Ia induccién de la diabetes, la densidad de receptores de '“I-ET-1 es
parecida a la del grupo control, y ademds, entre los 15 y los 90 dias tras la induccién de

la diabetes, la densidad de receptores de '*I-ET-3 disminuye con el tiempo de forma
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paralela a como lo hace en el grupo control; sin embargo, no' se observa una
disminuci6én en la densidad de receptores para '®I-ET-1, entre los 15 'y los 90 dias tras
el tratamiento con STZ, como ocurre en el grupo control. La disminucién de la densidad
de receptores ETB en las ratas tratadas con insulina, a la vez que se mantiene mas o
menos constante la densidad de receptores totales implica un aumento de los receptores
ETA en este grupo de animales en comparacién con el grupo; control. En los
experimentos de competicién con los andlogos especificos, aunque éxiste una mayor
proporcion de receptores ETA en el grupo tratado con insulina que en el grupo control,
no se detectan diferencias significativas entre la proporcién de receptores ETA y ETB.
De acuerdo con los resultados de los experimentos de unién de radioligandos, los
expérimcntos de microautorradiografia muestran, en las secciones dél grupo de ratas
tratadas con insulina, y a diferencia de lo que ocurre en las secciones de las ratas
controles, una mayor densidad de receptores ETA que de ETB, y que los receptores
ETA predominan sobre la capa de células ganglionares y sobre la capa de conos y
bastones.

El incremento de los receptores ETA en la retina de las ratas tratadas con
insulina, que muestran los experimentos de uni6n de radiéﬁgandos y de
microautorradiografia, podria ser producido directamente por la insulina exdgena, ya
que esta hormona aumenta la expresién del ARNm del receptor ETA en diversos tipos
de células tanto in vive como in vitro (Frank y col., 1993). Por otra pari:e, esta alteracién
podria ser debida a procesos metabblicos desencadenados como consecuencia de la
administracién de la insulina, puesto que no est4 suficientemente claro si la insulina es
capaz, 0 no, de atravesar la barrera hematorretiniana. Existen evidencias de que la
insulina es capaz de atravesar la barrera hematoencefilica mediante un mecanismo de
transporte mediado por su receptor (Pardridge y col, 1985), sin embargo, no se ha
podido demostrar que este mecanismo exista en la barrera hematorretiniana (James y
col., 1983). Es interesante resaltar que estudios electrofisiolégicos han permitido
detectar una alteracién del potencial eléctrico de las neuronas retinianas in vive
producida por la administracién subcutdnea de insulina, que sugieren la entrada de esta
hormona en la retina desde la sangre (Lansel y col, 1997). El incremento de los
receptores ETA en las membranas de las células de la retina neural que se produce en el
grupo de ratas tratadas con insulina, podria provocar un aumento de la actividad
mitética de las células de este tejido, puesto que este receptor es ‘el encargado de

estimular la mitogénesis en una gran cantidad de células, incluidas las células gliales
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(Battistini y col., 1993). En este sentido, es interesante sefialar que el incremento en la
frecuencia de apoptosis en las células del tejido nervioso de la retina de rata, al mes del
inicio de la diabetes experimental, es corregido mediante el tratamiento con insulina
(Barber y col., 1998), efecto en el que podria estar implicado el incremento en la
densidad de receptores ETA. Por otra parte, se ha comprobado recientemente que las
ETs inhiben la apoptosis en fibroblastos en cultivo mediante un mec¢anismo mediado
por el receptor ETA y la activacion de c-myc (Shichiri y col., 1998). |

Robison y col (1998) han demostrado que, como consecuencia de la diabetes, se
producen alteraciones tempranas en la retina que no pueden ser éonegidas con el
posterior tratamiento de esta patologfa con insulina, y que terminan por originar las
alteraciones vasculares caracteristicas de las fases posteriores de la retinopatfa diabética
si la enfermedad perdura lo suficiente. Aunque se desconocen los cambios o los factores
que median en este proceso, el incremento de los receptores ETA que detectamos en la
retina neural de las ratas tratadas con insulina, podria tener una impliqacién importante
en la progresién de la enfermedad y la insuficiente eficacia del tratamiento. La
importancia del receptor ETA en el desarrollo de las complicaciones asociadas a la
diabetes ha sido puesta de manifiesto por Nakamura y col. (1996) qué, en el rifién de
ratas diabéticas, han detectado una sobreexpresién de los genes c-fos, c-myc, y c-jun,
que estin relacionados con la proliferacién celular, y que el tratamiento con un
antagonista especifico de los receptores ETA, hace que dichos genes se expresen en
niveles normales. Por otra parte Ohira y col. (1990), han mostrado que extractos de
retina de ratas adultas poseen factores solubles que producen la proliferacidn in vitro de
distintos tipos de células, como astrocitos, fibroblastos o células endoteliales, sin
embargo los extractos procedentes de retinas isguémicas, en las qué se observa un
incremento de la proliferacién celular in vivo, no presentan una mayor actividad
mitética sobre los cultivos celulares, lo que lleva a estos autores a concluir que las
causas de la proliferacién celular en la retina isquémica no reside solamente en la
liberacién de factores de crecimiento, sino en otras caracteristicas del tejido como
pueden ser la activacién/incremento de la expresion de receptores o la disminucién de la
presencia de inhibidores de la proliferacién celular.

Es importante sefialar que, en general, los resultados que hemos obtenido en los
experimentos de microautorradiografia son coherentes con los de saturacién y
competicién, pues en ambos se muestra un incremento de los receptores ETB en la

retina de las ratas diabéticas y una mayor presencia de receptores ETA en la de las ratas
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tratadas con insulina, en comparacién con el grupo control, a pesar de que en los
experimentos de microautorradiografia estd presente el tejido vascular, que, sin
embargo, se elimina durante la preparacién de las membranas. La alteracién de la
densidad y la distribuci6n de los receptores en la retina de las ratas diabéticas indica que
estos péptidos podrian estar implicados en el desarrollo de las alterac%iones que en este
tejido se producen durante esta patologia. También es significativo el hecho de que el
tratamiento con insulina no revierta totalmente las alteraciones que se producen en el
sistema de las endotelinas en la retina de rata, indicando, tal vez, que posiblemente estas
lesiones se producen muy rdpidamente tras la elevacién de los niveles de glucosa en
sangre, antes de que comience el tratamiento con insulina, y que dan lugar a un proceso
irreversible. Existe la posibilidad de que las alteraciones que se observan en el grupo
tratado, sean debidas a episodios esporadicos de hiperglucemia que se: producen debido
a pequefias alteraciones en la administracién de la insulina, y que generan unas
condiciones t6xicas en la retina que con el tiempo dan lugar a los procesos patoldgicos
que podemos observar incluso en pacientes humanos ‘“‘correctamente” tratados con
insulina. Es posible que el incremento de los receptores ETA que ‘detectamos en la
retina del grupo de ratas diabéticas tratadas con insulina sea un importante factor en la
patogénesis de la microangiopatia retiniana caracteristica de las fases avanzadas de la
diabetes. '

Las alteraciones que se observan en la distribucién de los receptores de
endotelina en la retina de los animales diabéticos y tratados con insulina, no son debidas
a cambios en la vascularizacién de la retina puesto que como demuestran los
experimentos de inmunohistoquimica no existen diferencias aﬁreciables en la
distribucién del antigeno relacionado con el factor VIII de coagulacién, entre la retina
de estos animales y la de los controles. La ausencia de neovascularizacién en la retina
de ratas diabéticas tratadas con STZ ya ha sido sefialada por otros autores (Engerman y
col, 1982; Hammes y col, 1998), que la achacan a que estos anhpales no viven el
tiempo suficiente para que tenga lugar este proceso.

Los experimentos de uni6n covalente de afinidad (cross-linking) con 25 1ET-1y
con '® [-ET-3 revelan la existencia de dos bandas con una masa molecular aparente de
52 y 34 KDa en las membranas de los tres grupos de animales a los 90 dias del
tratamiento con STZ. Estos resultados son muy similares a los obtenidos por nuestro
grupo en la retina de ratas normales (De Juan y col, 1993; 1995) y por otros autores en
diferentes tejidos nerviosos (Ambar y col., 1990; Schvartz y col., 1990; 1991). Schvartz
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y col. (1990) han demostrado, usando proteasas en el medio de incuh;acién en este tipo
de experimentos, que en membranas de cerebelo bovino el polipéptildo de 34 KDa es
una degradacién proteolitica del de 52 KDa. Por otra parte, Kozuka'y col. (1991) han
purificado y secuenciado parcialmente la banda de menor peso molécular observando
que guarda una gran similitud en su secuencia con el receptor clonado por Sakurai y col.
(1990). Estos resultados, unidos al hecho de que el peso molecular qué: corresponde a la
banda es similar al peso molecular predicho para los receptores de endotelinas clonados
por Arai y col. (1990) y Sakurai y col. (1990), permiten suponer que' el polipéptido de
52 KDa debe ser la mezcla de los dos tipos de receptores de las endotefljnas presentes en
la retina de rata. La aparicién del mismo patrén de bandas en los tres grupos de
anirnales indica que en ambos se encuentran presentes el mismo tiplo de polipéptidos
encargados de la unién a las endotelinas. La unién covalente de afmidad no es un
método cuantitativo, ya que sélo el 10% de los receptores presentes en un tejido se unen
covalentemente a la hormona yodada en un determinado experimento, y ese porcentaje
puede variar incluso dentro de un mismo experimento (Zetterstrom y f:ol., 1992), por lo
que no es adecuada la comparacidn de los resultados obtenidos entre los tres grupos de
animales ni entre las dos hormonas yodadas utilizadas.

Las concentraciones plasmaticas de ET-1 valoradas por radioinmunoandlisis a
los 90 dias del tratamiento con STZ, demuestran que las ratas diabléticas tienen una
concentracion significativamente mayor que las del grupo control y el grupo tratado con
insulina. No existe un acuerdo sobre si los niveles plasmdticos de ET-1 se encuentran
elevados durante la DM, puesto que mientras algunos autores han descrito una
elevacion de la ET-1-IR en el plasma de ratas diabéticas a los tres meses del tratamiento
con STZ (Takeda y col, 1991), en otros trabajos no se observa este incremento
(Takahashi y col., 1991b). Es posible, que estas discrepancias sean debidas al diferente
estado metabSlico de los animales objeto de estudio, ya que exis:te una compleja
interrelacion entre el sistema de las endotelinas, la insulina y la concentracién
plasmdtica de glucosa; estudios in vitro han puesto de manifiesto que, por una parte, la
insulina activa la sintesis y liberaci6én de ET-1 desde las células endot;eliales (Hattort y
col., 1991; Oliver y col., 1991), y que, por otra parte, el efecto de la glucosa depende de
su concentracién, ya que mientras que elevadas concentraciones de glucosa inhiben la
liberacién de ET-1 (Hattori y col., 1991), a concentraciones ligeramente inferiores la
glucosa incrementa la produccién de ET-1 desde las células endoteliales (Yamanuchi y

col., 1990). También, estudios in vive dan prueba de esta complejidad, pues en ratas
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diabéticas tratadas con STZ la expresién del gen de la ET-1 en el rifién, se encuentra
reducida y el tratamiento con insulina revierte este proceso (Shin y cél., 1995), aunque
los niveles plasmidticos de ET-1 son similares en ambos grupos. Por otra parte, la
produccién basal de ET-1 desde arterias mesentéricas aisladas de rétas diabéticas es
superior a la que se produce en las arterias aisladas de ratas normales (Takeda y col.,
1991), lo gue indica que distintos tejidos parecen responder de manera diferente a las
condiciones metabdlicas de la diabetes. De acuerdo con | los datos del
radioinmunoanilisis, los resultados de los experimentos de inmunohistoquimica
utilizando el antisuero de conejo anti-ET-1, demuestran que en la ré:tina de las ratas
diabéticas existe una mayor cantidad de ET-1-IR que en la de las ratas controles a los 90
dias de la induccibn de la diabetes, especialmente en las capas mds int;emas de la retina
y en la capa de fotorreceptores. Estos resultados son similares a los presentados por
Chakrabarti y col. (1997), que también muestran un incremento de la presencia de ET-
1-IR en todas las capas de la retina de ratas BB/W de 8 meses con diabetes espontinea.
El incremento de la presencia de ET-1-IR en la retina podria deberse a un aumento de la
cantidad de ET-1 que se incorpora a la retina procedente de la sangre?, aunque también
podria ser debida a un incremento de la produccién de ET-1 por las células de la retina.
Este incremento de la ET-1-IR indica claramente, junto con los cambilé)s en la densidad
de sus receptores, que el sisterna de las endotelinas estd profundamente alterado en la
retina diabética. La ET-1-IR en el plasma del grupo de ratas tratadas éon insulina a los
90 dfas de la induccién de la diabetes con STZ no es significativamente diferente de la
del grupo control. Sin embargo, la distribucién de ET-1-IR en la reima del grupo de
ratas tratadas con insulina, obtenida mediante los experimentos de inmhnohistqquﬁnica,
no coincide con la que se observa en el grupo control. En el grupo de ratas tratadas con
insulina aparece una mayor inmunorreactividad en la capa de conos y bastones yen la
capa plexiforme interna que en el grupo control, esta diferencia implica una alteracién
en la produccién de ET-1 en la retina de las ratas tratadas con insulina, que también
sefiala que el tratamiento con insulina no corrige totalmente las alteraciones provocadas
por la diabetes en la retina. |

Es conocido que los receptores de endotelinas presentes en los vasos retinianos
estdn implicados en la regulacién del flujo sanguineo de este tejido en la rata y otros
animales de experimentacién (Takei y col, 1993; Meyer y col., 1993; Bursell y col.,
1995). También se ha podido demostrar que la ET-1, actuando sobre sus receptores

ETA, es responsable del mantenimiento del tono vascular de los vasos de la retina de
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rata bajo condiciones fisiol6gicas normales, y que puede ser la responsable de las
alteraciones que se producen en la circulacién retiniana en las primeras fases de la
diabetes (Bursell y col., 1995; Takagi y col, 1996). En este sentido, se ha podido
comprobar que el flujo sanguineo en la retina se ve alterado durante la'diabetes y que las
endotelinas juegan una importante funcién en este proceso, puesto que la inyeccién
intravitreal de ET-1 provoca una disminucién del flujo retiniano similar al que se
observa en la retina de ratas diabéticas tratadas con STZ (Bursell y col., 1995). Por otra
parte, se ha demostrado que el tratamiento de ratas diabéticas con ins{llina normaliza el
flujo sanguineo en la retina (Clermont y col, 1994). También exi;ten estudios que
demuestran que el flujo sanguineo se ve incrementado en la retina die la rata en fases
mds avanzadas de la diabetes (Cringle y col,, 1993).

Resulta interesante sefialar que la hiperglucemia produce una activacién de la
PKC, debido principalmente a la sintesis de novo de DAG a partir de metabolitos
procedentes de la glucolisis, y que la PKC media en muchas de las aiteraciones que se
producen como consecuencia de la diabetes, como los cambios en el grosor de la
membrana basal de los vasos, alieraciones de la permeabilidad vascular, y variaciones
en el flujo sanguineo (ver Koya y col., (1998) para revisién). En lo réferido a la retina
diabética, la activacién de la PKC produce una disminucién del flujo Sangumeo (Ishii y
col, 1996) en la retina de ratas diabéticas.‘ Un mecanismo potenci:!i], por ¢l cual la
activacion de la PKC provoca vasoconstriccién en la retina es mediante el incremento
de la expresién del ARNm de la ET-1 puesto que Takagi y col. (1996?) han demostrado
que sus niveles en la retina se incrementan durante la diabetes, a la vez que han
comprobado que el flujo sanguineo en la retina en estas ratas se incrementa por la
inyeccién intravitreal de BQI123, que antagoniza los receptores ETA, y con el
tratamiento con fosforamidén, que es un inhibidor de 1a ECE-1. .

Sin embargo la funcién de los receptores de endotelinas presentes en la retina
neural de la rata, al igual que ocurre con los receptores de estos péptidos presentes en
otros tejidos nerviosos, es hasta el momento parciaimente desconocido, aunque sin duda
juegan una importante funcién en la fisiologia y la patofisiologia de este tejido. Desde
un punto de vista funcional, las células de la retina neural podn’aﬁ regular el flujo
sanguineo en este tejido, puesto que existe una densa red de fibras nerviosas que rodean
a los vasos sanguineos de la retina, y de forma andloga a la propuesfla por Lou y col

- (1987) para la regulacién del flujo sanguineo en la corteza cerebral, estas fibras podrian

segregar neurotransmisores o neuropéptidos implicados en la regulacién del tono
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vascular de los microvasos retinianos. Las endotelinas, actuando sobre sus receptores,
podrian estar implicadas en la regulacién del funcionamiento de estas fibras nerviosas
que a su vez se encargan de regular el flujo sanguineo, ya que se hq sefialado que las
endotelinas ejercen una funcién como neuromoduladores (Doherty , 1992). De esta
manera, es interesante considerar la idea de que el sistema de las endotelinas pueda
controlar el flujo sanguineo por una doble via: por una parte las endotelinas actuarian
directamente sobre los vasos sanguineos produciendo vasoconstriccién al actuar sobre
los receptores ETA presentes en las células musculares lisas vasculares y vasodilatacién
al actuar sobre los receptores ETB presentes en las células endoteliales, y por otra parte
actuarian sobre las células nerviosas estimulando la produccién de NO y otros factores
vasoactivos. Asf se conseguirfa un estrecho control del flujo sanguined y una regulacién
del aporte de oxigeno y nutrientes a las células. Légicamente, la alteracion del sistema
de las endotelinas que, tanto en el componente vascular como en el componente neural
de la retina, se produce durante la diabetes experimental debe tener importantes
consecuencias en la autorregulacién del flujo sanguineo retiniano, y puede ser uno de
los factores implicados en el desarrollo de las alteraciones vasculares y neurales que se
producen en la retina como consecuencia de esta patologia. |

También es interesante considerar la posibilidad, de que la alteracién del sistema
de las endotelinas en la retina neural de rata que reflejamos en este trabajo, forme parte
de un proceso méds amplio en el que se encuentren implicados otros factores de
crecimiento y péptidos activos que pueden intervenir en los . acontecimientos
caracteristicos de la retinopatfa diabética. En especial, es interesante sefialar la intima
relacién que parece existir entre las endotelinas y la familia del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF), un grupo de péptidos que estdn directamente implicados en
los procesos de angiogénesis en la retina (Aiello y col,, 1994; Dvorak y col., 1995).
Pedram y col. (1997) han demostrado, que tanto la ET-1 como la ET-3, actuando sobre
sus receptores, estimulan la produccién de VEGF por las células musculares de los
vasos sanguineos humanos en cultivo; por otra parte el VEGF, activa la expresién de Ia
enzima convertidora de endotelina (ECE-1) en las células endoteliales bovinas en
cultivo (Matsuura y col, 1997) provocando un incremento de la presencia de
endotelinas en el medio. Si estos procesos tuvieran también lugar en la retina, el
incremento de la concentracién de endotelinas, podria dar lugar a un sistema de
retroalimentacién positiva, que incrementaria los niveles de endotelina y VEGF

provocando por si s6lo la formacién de nuevos vasos.
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En resumen, las endotelinas estdn presentes en la retina de raté., tejido en el que
deben cumplir una funcién fisiolégica mediante la interaccién con ;sus dos tipos de
receptores. Por otra parte, el sistema de las endotelinas se encuentra alterado en la retina
a consecuencia de la diabetes inducida con STZ en la rata, puesto que la densidad y la
distribucién de los receptores ETA y ETB cambia al inducirse esta patologia, a la vez
que se incrementa la presencia de ET-1-IR en el plasma y en la r¢tina de las ratas
diabéticas. Y, por tltimo, el tratamiento con insulina no corrige por completo dichas
alteraciones, ya que la densidad y la distribucién de las receptores de estos péptidos en
la retina de ratas diabéticas tratadas con insulina presenta scnsible::s diferencias en
relacién con el de las ratas controles. En consecuencia, las endotelinas al interaccionar
con sus receptores deben intervenir en muchos de los procesos gue tienen lugar durante
el desarrollo de la retinopatia diabética, ya que: a) debido a su efecto
vasodilatador/vasoconstrictor estdn implicadas en las alteraciones del flujo sanguineo
que tienen lugar en la retina, b) puesto que son capaces de modificar la permeabilidad
de los vasos sanguineos, podrian alterar las propiedades de la barrera hematorretiniana,
provocando la entrada en la retina de factores que estdn ausentes, o en distintas
concentraciones, en condiciones normales, c¢) debido a su | funcién como
neuromoduladores (es posible, que incluso como neurotransmisorés), regulando la
fisiologfa neuronal en la retina, podrian ser responsables de algunas de las alteraciones
fisiopatol6gicas en los procesos de la visién, d) en cuarto y iltimo lugar, al tener un
efecto comitogénico sobre diversos tipos de células, podrian perturbar él ciclo celular de
las células de la retina, provocando la muerte de algunas células, como los pericitos y

las neuronas, y la proliferacién de otras, como las células gliales y endoteliales.
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1- Las endotelinas presentan dos tipos de sitios de unién en la retina neural de rata que
coinciden en sus caracteristicas con los previamente descritos en la bibliograffa como
ETA y ETB.

2- La densidad de los sitios de unién para "I-ET-1 en las membranas de la retina
neural de las ratas del grupo control disminuye con la edad, entre los 15 y los 90 dias
transcurridos desde el comienzo del experimento. Este hecho no se observa en el

grupo de ratas diabéticas ni en el grupo de ratas tratadas con insulina.

3- En las membranas de retina de las ratas del grupo control y del grupo de ratas
diabéticas tratadas con insulina disminuye la densidad de los sitios de unién para '*°I-
ET-3, mientras que en las ratas diabéticas no tratadas este parzirnei:ro aumenta entre

los 15 y los 90 dias transcurridos desde el comienzo del experimento.

4- En las membranas de retina neural del grupo de ratas control y en las del grupo de
ratas tratadas con insulina aumenta la proporcién de receptores ETA, mientras que en
el grupo de ratas diabéticas no tratadas aumenta la proporcién dé receptores ETB

entre los 135 y los 90 dfas transcurridos desde el comienzo del experimento.

5- Los dos tipos de receptores de las endotelinas se expresan en todas las capas de la

retina en los tres grupos de ratas.

6- A los 90 dias de la induccién de la diabetes con STZ, existe una mayor cantidad de
receptores ETB en las capas mds internas de la retina de las ratas diabéticas que en
las de las ratas controles. El tratamiento diario con insulina provoca un incremento

de la cantidad de receptores ETA en las capas m4s internas de la retina.
7- Los polipéptidos a los que se unen la '*I-ET-1 y la "*’I-ET-3 en las' membranas de la

retina neural de Ios tres grupos de ratas, a los 90 dias de la induccién de la diabetes

con STZ, presentan un parecido peso molecular.
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8- En las capas internas de la retina y en la capa de conos y bastones de las secciones de
retina de las ratas diabéticas se detecta una mayor cantidad de ET-1 inmunorreactiva
que en las mismas capas de la retina de las ratas del grupo control En las secciones
del grupo de ratas diabéticas tratadas con insulina la inmunorreactividad en dichas

Ccapas €s mayor que en el grupo control pero menor que el grupo de ratas diabéticas.
9- La concentraci6n de ET-1 inmunorreactiva en el plasma de las ratas diabéticas es

significativamente mayor que el detectado en las ratas del grupo control y del grupo

tratado con insulina a los 90 dias de la inducci6n de la diabetes.
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aa aminoicido

AGII Angiotensina I1

Big-ET-1 Proendotelina-1

Bmax Densidad de receptores

BSA Albdmina de suero bovino

CcCG Capa de células ganglionares

CCB Capa de conos y bastones

CNE Capa de niicleos externa _
CNI Capa de nicleos interna ;
CO Coroides

DAB 3,3’ diaminobencidina

DAG Diacilglicerol

DM Diabetes Mellitus

DMSO Dimetil sulféxido

DSS Disuccinimidil suberato

E Esclerética

ECE Enzima convertidora de endotelina

EGF Factor de crecimiento epidérmico

ET-1, -2, -3 Endotelina-1, -2, -3 ,
ETA Receptor de endotelina tipo A i
ETB Receptor de endotelina tipo B '
FGF Factor de crecimiento de fibroblastos

GC Grupo de ratas controles

GD Grupo de ratas diabéticas

GT Grupo de ratas diabéticas tratadas con insulina

IP3 Inositoltrisfosfato

IR Inmunorreactivo

Kd Constante de disociacién i
MMP 1 Metaloendopeptidasa de membrana I

NO Oxido nitrico

NOS Oxido nitrico sintasa

PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida

PAF Factor activante de plaquetas

PAN Péptido Atrial Natriurético

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas

PG, Prostaciclina

PGE; Prostaglandina E2

PIO Presion intraocular

PKC Proteina kinasa C

PLA Fosfolipasa A

PLC Fosfolipasa C

PLD Fosfolipasa D

PLL Poli-L-Lisina

PMSF Fenilmetilsulfonilfluoruro

RIA Radioinmunoanalisis

Séc Sarafotoxina 6 ¢

SDS Sodio dodecilsulfato

SEM Error estandar de la Media
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STZ
TGFB
TNFa
TXA,
VEGF

Streptozotocina

Factor de crecimiento transformante B
Factor de necrosis tumoral a

Tromboxano A,

Factor de crecimiento del endoielio vascular

140



INDICE

9. INDICE

141



INDICE

9. INDICE

DEDICATORIA. ........ouieiiiiiiieie e e e creeeeens I
AGRADECIMIENTOS ... ooooo oo II
1. INTRODUCCION.....coouutiiiiiiiiie e, SUUPUTINOS 1
1.1. La familia de las endotelinas.............coooiiiiiiiiiiiiii i I 3

1.1.1 Estructura de las endotelinas.
1.1.2 Estructura, expresién y regulacién de los genes de
las endotelinas.
1.1.3 Biosintesis de las endotelinas. !
1.1.4 Presencia de las endotelinas en los fluidos corporales.

1.2. Receptores de membrana de las endotelinas. ..., 8

1.2.1 Caracterizacién de los receptores de las endotelinas.
Agonistas y antogonistas especificos.

1.2.2 Clonacién de los ADNc de los receptores de las
endotelinas.

1.2.3 Estructura de los receptores de endotelina.

1.2.4 Estructura de los genes de los receptores de
endotelina y regulacién de su expresi6n.

1.2.5 Aislamiento y purificacién de los receptores de
endotelina.

1.2.6 Mecanismos de transduccién de la sefial.

1.3. Efectos fisiol6gicos de 1as endotelings. .............veveeweosseeeoeeeeeeeeeee. 15
1.3.1 Sistema vascular.
1.3.2 Sistema nervioso.
1.3.3 Otros 6rganos y sistemas.
L4 Endotelinas ¥ 0J0. . coiniieiii i e e e 19
1.4.1 Estructura general del ojo. .
1.4.2 Sintesis y localizacién de las endotelinas en el ojo.
1.4.3 Localizacién de los receptores de las endotelinas en
el ojo.
1.4.4 Actividad de las endotelinas en el ojo.
1.5. Las endotelinas y la diabetes. .........ocoiiieiiiiniiiiiiiniiiiieinen, e 23
1.6. Las endotelinas y la retinopatia diabética............cooveievieeiiiininereninnnn. 25

1.6.1 Estructura de la retina y retinopatia diabética.
1.6.2 Lesiones vasculares en la retinopatia diabética.

142



INDICE

1.6.3 Alteracién de la barrera hematorretiniana.
1.6.4 Factores de crecimiento implicados en la
retinopatia diabética.
1.6.5 Implicacidn de las endotelinas en la retinopatia diabética.

2 OBIETIVOS . i e 36
3. MATERIALES Y METODOS..........ooiiuiiiieeiiieeeeereeeeeeeiaieeeeaenas 38
3.1, ApAratos ¥ T€ACLIVOS...ouinin ittt e 39

3.1.1 Aparatos.
3.1.2 Reactivos.

3.2, ANIMAlBS. .oitienee e 4]

3.2.1 Condiciones generales.

3.2.2. Pautas de tratamiento. .
3.2.2.1 Administracién de la streptozotocina. |
3.2.2.2 Administracién de la insulina.

3.2.3 Estudio evolutivo.

3.2.4. Obtencién y preparacién de muestras.
3.2.4.1 Sacrificio de los animales.
3.2.4.2 Plasmas.
3.2.4.3 Diseccidn de las retinas.
3.2.4.4 Preparaci6n de las membranas celulares de retina.
3.2.4.5 Congelacién de los ojos para la realizacién de las

secciones con el criostato.
3.2.4.6. Realizaci6n de las secciones con el criostato.
3.2.4.6.1Preparacitn de portaobjetos con poli-L-lisina.
3.2.4.6.2 Realizaci6n de las secciones con el criostato.

3.3 Disefio experimental...........oouirieiioiiiiie e 46
3.4, MEtodos analitiCOs. ..u.ue'e it et 48

3.4.1 Cuantificacién de la insulina inmunorreactiva en el
plasma. .
3.4.2. Anilisis inmunohistoquimnico. :
3.4.2.1 Fijacion e incubaci6n de las secciones para estudiar
la presencia del antigeno relacionado con el factor
VIII de coagulacion.
3.4.2.2 Fijacién e incubacién de las secciones para estudiar
la presencia y distribucién de la ET-1-IR.
3.4.2.3 Revelado de las secciones.
3.4.3. Ensayos de unidn de la endotelina a sus receptores en
las membranas de retina.
3.4.3.1 Ensayos de saturaci6n.

143



INDICE

3.4.3.2 Ensayos de competicién para calcular el porcentaje
de receptores tipo A (ETA) y tipo B (ETB).

3.4.4 Experimentos de unién covalente de afinidad (cross-
linking) de '”I-ET-1 y ""I-ET-3 a las membranas de
retina.

3.4.4.1 Incubacién de las membranas
3.4.4.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida.
3.4.5. Microautorradiografia.
3.4.5.1 Incubacién de las secciones de los ojos.
3.4.5.2 Fijacién de las secciones.
3.4.5.3 Inmersién de los cortes histoldgicos en emulsién fotograﬁca '
3.4.5.4 Andlisis de los resultados de microautorradiografia.
3.4.6. Cuantificacién de la ET-1 inmunorreactiva en plasma.
3.4.6.1 Extraccién de la ET-1 inmunorreactiva.
3.4.6.2 Radioinmunoanalisis de ET-1.

3.5 Andlisis de 10s datos. ..o
4RESULTADOS. ...

4.1. Pardmetros bioquimicos y metabSlicos. .......o.oevevenieniiieiiinl .

4.1.1 Peso corporal.
4.1.2 Glucemia.
4.1.3 Insulina inmunorreactiva.

4.2. Anélisis inmunohistoquimico de las secciones de ojo

y del precipitado de membranas...............cooiiiiiiiiiiiii i

4.2.1. Anilisis de las secciones de ojo.
4.2.1.1 Distribucién del antigeno relacionado con el
factor VIII de coagulacion.
4.2.1.2 Distribucion de la ET-1-IR.
4.2.2 Anilisis de las secciones de los precipitados
de las membranas de retinas.

4.3. Ensayos de uni6n de la endotelina a sus receptores

en 1as Membranas de Tetima. ..o vttt eeeeeeeeeeranans .

4.3.1 Ensayos de saturacién.

4.3.2 Ensayos de competicion para calcular el porcentaje de
receptores tipo A (ETA) y tipo B (ETB) de
endotelina.

4.4 Experimentos de uni6én covalente de afinidad (cross-linking)

de "PI-ET-1 y "®I-ET-3 a las membranas de retina.......................

4.5. Microautorradiografia. ........ocooeiiiiiiii e e

144



INDICE

4.5.1 Secciones incubadas con 'ZI-ET-1.
4.5.2 Secciones incubadas con **I-ET-3.

4.6 Medidade la ET-1-IR en plasma...........cccoevveeeceicecnecvneneeenan... . 81

SDISCUSION. ..ottt e 83
6 CONCLUSIONES.......coiiiiiiiiiieee o2 104
7 BIBLIOGRAFTA. ........ovovoeooeeee oo 107
8 ABREVIATURAS .....cooiiiiiiiiiiiii e, ......138
OINDICE. ...t 141

145

BIBLIOTECA



	AYUDA DE ACROBAT READER
	SALIR DE LA TESIS
	CARACTERIZACIÓN DE LOS RECEPTORES DE ENDOTELINA EN LA RETINA DE RATA Y SU IMPLICACIÓN EN LA RETINOPATÍA DIABÉTICA
	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTOS
	1. INTRODUCCIÓN
	1.1. La familia de las endotelinas
	1.2. Receptores de membrana de las endotelinas
	1.3. Efectos fisiológicos de las endotelinas
	1.4. Endotelinas y ojo
	1.5. Las endotelinas y la diabetes
	1.6. Las endotelinas y la retinopatía diabética

	2. OBJETIVOS
	3. MATERIALES Y MÉTODOS
	3.1. Aparatos y reactivos
	3.2. Animales
	3.3 Diseño experimental
	3.4. Métodos analíticos
	3.5 Análisis de los datos

	4 RESULTADOS
	4.1. Parámetros bioquímicos y metabólicos
	4.2. Análisis inmunohistoquímico de las secciones de ojo y del precipitado de membranas
	4.3. Ensayos de unión de la endotelina a sus receptores en las membranas de retina
	4.4 Experimentos de unión covalente de afinidad (cross-linking) de (125)I-ET-1 y (125)I-ET-3 a las membranas de retina
	4.5. Microautorradiografía
	4.6 Medida de la ET-I-IR en plasma 

	5 DISCUSIÓN
	6 CONCLUSIONES
	7 BIBLIOGRAFÍA
	8 ABREVIATURAS
	9 ÍNDICE

	JNP: 
	LÑ: 


