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INTRODUCCIÓN

Las Endotelinas(ETs) forman una familia de péptidosque tienen un potente

efecto vasoconstrictor,mayor que el de cualquierotra sustanciaend¿genahastaahora

conocida.El primermiembrodeestafamilia fue aisladoy caracterizadoporYanagisawa

y col. (1988a) a partir del medio de cultivo de células del endoteliovascularporcmo.

Algunos años antes de este descubrimiento,ya se había sugerido la existenciade

sustanciasde naturalezapeptídicacon acción vasoconstrictoraque eranproducidaspor

las célulasendoteliales(Holdeny col., 1983; Hickeyy col., 1985),poi~ lo querecibieron

elnombredeFactoresConstrictoresDerivadosdelEndotelio(EDCFs). En la actualidad,

sabemosque estospéptidostambiénson capacesde producir la relajációndel músculo

liso vascular,y de provocarvasodilatación,por lo que en conjunto tienenuna función

vasomoduladora.El descubrimientode estospéptidoscontribuyóaapoyarla ideadeque

el endoteliovascularno esunasimplebarrerafísicaentrela sangrey los tejidos, sino que

debe ser consideradoun órgano activo, modulador de importantes respuestas

fisiológicas, como es la reaccióndel músculo liso de los vasos sañguíneosfrente a

numerososfactoresvasoactivos.

Posteriormente,se ha demostradoque las ETs no sólo estánpresentesen el

sistemavascular,sino que se localizan y sesintetizanen un gran númerodeórganosy

tejidos (Nunez y col., 1990), incluidos el sistemanervioso central (Takahashiy coL,

1991a)y los tejidosoculares(McCumbery col., 1989). Sin embargo,a pesarde queen

los últimos añosseha desarrolladounaintensísimaactividad investigadoraen todos los

camposquetienenalgunarelacióncon las ETsy que seha avanzadoehel conocimiento

de los procesosreguladospor estos péptidos,es mejor conocida su implicación en

procesosfisiopatolégicosrelacionadoscon el sistema cardiovascular,y también con

otros órganosy sistemas(Shichiri y col., 1990; Rubanyi y col., 1994)). Una de las

patologíasenlas quelas ETspuedendesempeñaruna funciónde especialimportanciaes

en la DiabetesMellitus (DM), ya que se ha demostradoque las fluctuacionesen la

concentraciónde glucosa(Yamanuchiy col., 1990> y de insulina (Hu y col., 1993),

alteran la síntesis y producciónde endotelina-1(ET-l) por las células endoteliales.
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INTRODUCCIÓN

PuestoquelaET- 1 tambiénsehareveladocomoun potentemitógenoparalas célulasde

músculoliso vascular(Hirata y col., 1989), seha sugeridoque estospéptidospodrían

estar involucradosen la etiopatogeniade la aterosclerosisque sufren los pacientes

diabéticos(Takahashiy col., 1990). A su vez, debido a sus propiedadesvasoactivasy

mitogénicasasí como a su presenciaen los tejidos nerviosos, las ETs podrían estar

implicadas en el desarrollo de otras complicacionesasociadasa la DM como la

retinopatíao la neuropatía(Sireny col., 1989;De la Rubiay col., 1992).

La inducciónde la DM en ratasmediantela inyecciónde streptozotocina(STZ)

(Rakieteny col., 1963)esun modelo experimental,ya clásico,que perrbitereproduciren

estosanimalesalgunasde las característicasde estapatología,y que nos parecemuy

adecuadopara abordar las posibles interrelacionesentreel sistemade las ETs y las

alteracionesvascularesy neurológicasde la retinaen la DM.

1.1. LA FAMILIA DE LAS ENDOTELINAS.

1.1.1 ESTRUCTURA DE LAS ENDOTELINAS.

La familia de las ETs está formada por tres péptidos constituidos por 21

aminoácidos(aa). El primero de éstos,caracterizadopor Yanagisaway col., (1988a)

poseeun pesomolecularde 2.495 Da y dospuentesdisulfuro entrelos residuos1-15 y

3-11 (Fig. 1). Poco tiempo después,el mismo grupo (Yanagisaway col., 1988b)

identificó, apartirde unagenotecade rata,un segundomiembrode estáfamilia al quese

denominé “endotelina de rata”. Posteriormente,se establecióen tódas las especies

estudiadasla existenciatres péptidoscon unaelevadahomología(In¿uey col., 1989)

que hanpasadoa denominarseEndotelina-1 (ET-1), el caracterizadoen primer lugar

(Yanagisaway col., 1988a),Endotelina-3(ET-3), el identificadoen la rata (Yanagisawa

y coL, 1988b), y un tercer péptido denominadoEndotelina-2(ET-2>, que apareceen

todaslas especiesestudiadas(Inouey col., 1989). Saiday col., (1989) caracterizaronen

el ratón la existenciade un homólogo de las ETs, cuya expresiónestabalimitada al

intestino, al que denominaron “péptido intestinal vasoconstrictor” (WC).

Posteriormente,seha comprobadoquees homólogoa la ET-2 del restode las especies

(Bloch y coL, 1991). Existe un gran parecidoestructuralentreestóspéptidosy las
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INTRODUCCIÓN

sarafotoxinas,unastoxinas aisladasdel venenode la serpienteAtractaspisengaddensis

(Kloog y col., 1989a). Todos estospéptidosmuestrandiez posicione~idénticasen sus

secuencias(Fig. 1), incluyendolos cuatroresiduosde cisteinaentrebaqueseestablecen

los puentesdisulfuro, quedan lugar a dos anillos de 9 y 8 aa dejandouna cola de 6 aa,

con un carácterfuertementehidrofóbico,en el extremocarboxilo.
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Fig. 1. Secuenciade aminoácidosde los miembros de la familia de las ETs y de las
sarafotoxinas(tomadode Codyy col., 1995).

1.1.2 ESTRUCTURA, EXPRESIÓN Y REGULACIÓN DE LOS

GENES DE LAS ENDOTELINAS.

El análisis de genotecascon fragmentosdel gen de la ET-1 ha puesto de

manifiestoqueexistentresgenesquecodificanpéptidosdeestafamilia en los humanosy
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otrosmamíferos(Inouey coL,1989;Itoh y col., 1988; Kimura y col., 1989>. Los genes

de la ET-l, ET-2 y ET-3 han sido localizados en los cromosomas6, 1, y 20

respectivamente,en el genomahumano(Arinamiy col., 1991). ¡

El gen de la ET-1 humana,con un tamañode 6.8 kb, contiene 5 exonesy 4

intrones(Inoue y col., 1989) y su expresiónestá estrechamentereguladapor distintos

factoresnuclearesde transcripción (Lee y col., 1991; Dorfinan y col., 1992). La

expresiónde estos genesestá controladaen diversostipos de células por numerosos

factoresde crecimientoy citoquinascomotrombina,factorde crecimientotransformante

¡3 (TGFB), factor de necrosis tumoral a (TNFa), interleukina 1 (IL- 1), insulina,

angiotensinaII (AGII), péptido atrial natriurético(PAN), y bradildniila, así como otros

factorescomo la tensiónde 02 y la presiónhidrostática(ver Rubanyiy Polokoff, 1994,

pararevisión).

El ARNm de las ETs seexpresaen unagran variedadde célulasy tejidos; en el

casodela ET-1 y laET-3, el ARNm seha localizadoprácticamenteen todos los órganos

y tejidos corporales,siendoel pulmón el órgano que presentauna máyorexpresiónde

ET- 1, mientrasquela ET-3 seexpresaen mayormedidaen el tubo digestivo,el riñón, el

cerebroy el pulmón (Nunezy coL, 1990; Sakuraiy coL, 1991; Firth: y col., 1992). El

ARNm de la ET-2 presentauna distribución más restringiday se ha detectadoen el

intestino delgado,en el grueso,y en menorcantidaden el músculoesquelético,corazón

y estómago(Firth y col., 1992).

1.1.3BIOSÍNTESIS DE LAS ENDOTELINAS.

En todos los vertebrados,del estudio de la estructuradel gen de las ETs se

deduceque estospéptidos,al igual que otros segregadospor las células,seoriginana

partir de un ARNm precursorque, una vez procesado,es traducido en forma de

preproendotelina (Inoue y col., 1989). Estas preproformas ‘son procesadas

enzimáticamenteen tres fases(Fig. 2): en primer lugar, una endopejitidasarompelos

enlacespeptídicosentredos pares de aminoácidosbásicos (Arg52¶Cys53y Arg92-

Cys93); a continuación, una carboxipeptidasaelimina secuencialmentelos residuos

Arg92 y Lys9ldel extremo carboxilo-terminal originando la proendotelina,que se

conoce con el nombre de “big-endotelina”; y por último, una enzima especffica
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denominada“enzimaconvertidorade endotelina”(ECE), rompeel enlLce entreel Trp73

y la Val74 para liberar el péptido maduro, que denominamosET. Los puntos de

hidrólisis enzimáticasonlos mismosen los trespéptidos(Rubanyiy col., 1994).

1 50 53 90 93 212

PREPROENDOTELINA NH2~ -K-R-~ -COOH

Endopeptidasa

Carboxipeptidas

53 75 90
Big-ENDOTELINA -COOH

(PROENDOTELINA)
NH2~-W-V~

Enzima
convertidora

53 72

ENDOTELINA-1 NH2~ -W-COOH

Fig. 2. Transformación enzinática de la preprofonnaparadar ET-1. El procesadode la
prepro-ET-2y ET-3 esanálogo(tomadodeRubanyiy col., 1994). ¡

El mecanismode liberaciónde las ETs no seconocecon claridad;en la mayor

parte de las células productoraspareceque no son almacenadasen gránulos de

secreción,puestoqueestasestructurasno aparecenen dichascélulas,y ademásaquellas

sustanciasque activansu producciónlo haceninduciendosu transcripcióny traducción

(Rubanyiy col., 1994). Sin embargo,en algunostejidos como la hipófisis posterior

parecenexistir gránulosdesecreciónconestospéptidos(Simonsony col., 1991).

El procesode maduracióndel prepropéptidoa El tiene una gran importancia

fisiológica ya que la ET-l es 140 veces más potente,como vasoconstrictor,que el

propéptido(Kimura y coL, 1989),y la preproendotelinano tiene dicho efecto (Cade y

col., 1990).Existenal menosdos tipos de ECEs, unapresenteen el citoplasmacelulary

otraasociadaa la membranaplasmática(Ohnakay col., 1990; Sawamuray col., 1990),
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¡ INTRODUCCIÓN

que presentancaracterísticasdiferentes en lo que se refiere al pH óptimo, la

termoestabffidady la susceptibilidada los inhibidores. La metaloendopeptidasade

membrana1 (Ml~4P 1, EC 3.4.24.11),unaenzimapresenteen la memhanaplasmáticade

unagran variedadde células,llamadatambiénencefalinasa,escapazde transformarlas

“Big-endotelinas”enendotelinas.Sin embargo,sehaseñaladoquela p~incipal función iii

vivo (Ebiharay col., 1997) de estaúltima enzimaes la de hidrolizar la ET- 1 madura,

haciendoque pierdasucapacidadvasoconstrictora.Estaenzimaes la’ responsablede la

cortavida mediade estospéptidosenel plasma.

1.1.4 PRESENCIA DE LAS ENDOTELINAS EN LOS FLUIDOS

CORPORALES.

Las ETs estánpresentesen cantidadesvariablesen todos los fluidos corporales

analizados.Mediante radioinmunoanálisis(RitA), seha detectadola presenciade ET-1

inmunorreactiva(ET-1-IR), enel plasmahumanoy de otrasespeciescomorata,cerdo,

conejoy perro (Salto y col., 1989a,b),en concentracionesde rangopicomolar. De igual

manera,sehapodidodetectarET-3-IRen elplasmahumano(Gulberg y col., 1992) y de

peno (Parker-Botelhoy col., 1991>.Asímismo, seha detectadoET-l-IR y ET-3-IR en

concentracionessuperioresa las detectadasen plasma,en la orina (Berbinschiy col.,

1989) y en el liquido cefalorraquideohumano(Hiratay col., 1990; Ando y col., 1991).

Tambiénestánpresentesen elhumoracuosohumano(Lepple-Wienhuesy col., 1992).

La vidamediade estospéptidosen el plasmaes muy corta,de aproximadamente

un minuto en la rata (Sirvio y coL, 1990), y se ha demostradoquesu degradaciónse

produceprincipalmenteen el pulmón, aunquetambiéncolaboran,en menormedida,el

riñón, el hígado y el corazón(Sirvio y col., 1990).La rápidadegradaciónde las ETs

indicaquela acciónde estospéptidos,másqueendocrina,esdetipo páracrina,y eneste

sentido,sehademostradoque las ETs sonsegregadaspor las célulaséndotelialeshacia

la pareddel vaso y no haciala luz, paraactuarsobrelas célulasde músculo liso que

presentanreceptoresparaestospéptidos(Lovenbergy col., 1990; Abassiy col., 1992).

Además,debentenerunaacciónautocrinapuestoquealgunascélulas secretorasde ET-

1, como las células endoteliales,presentanreceptoresespecfficos(V~gne y coL, 1991;

Ishibasiy coL, 1992)queactúanregulandoel funcionamientodeestascélulas.
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1.2. RECEPTORES DE MEMBRANA DE LAS

ENDOTELINAS.

1.2.1 CARACTERIZACIÓN DE LOS RECEPTORES DE LAS

ENDOTELINAS. AGONISTAS Y ANTAGONISTAS ESPECÍFICOS.

Poco tiempo despuésdel aislamientoy la caracterizaciónde las ETs fue posible

establecerla existenciade sitiosde unión, saturablesy de altaafinidad,en las membranas

de las célulasde unagran variedadde tejidos.La unióna estosreceptoresde membrana

desencadena,de manerasimilar al mecanismode acciónde otros péptidos activos, su

efectobiológico.

Antes de que se pudiera donar el ADNc de estos receptorésya habíansido

caracterizados,medianteestudiosfannacológicosy fisiológicos, dos tipos de sitios de

unión específicos.Uno de ellos presentauna mayor afinidad porET-1 y ET-2 que por

ET-3 y ha sido denominado“Receptorde endotelinatipo A” (ETA)~ mientrasque un

segundoreceptordenominado“Receptorde endotelinatipo B” (ETB), presentasimilar

afinidadporlos trespéptidos(Masakiy col., 1994).

En el procesode caracterizaciónde los receptoresen los distintos tejidosse han

empleadotoda una serie de agonistasy antagonistasde estos re¿eptoresque han

permitidodeterminar,porunaparte,el tipo y la proporciónde receptorespresentesen

los distintos tejidos y, porotra, su actividadfisiológica. Los primer& análogosde las

ETs quesehan desarrolladoson péptidosque reproducenalgunasde ~uscaracterísticas

estructuralespero carecende otras, lo que les confiereunaalta afinidad por uno de los

dos receptoresy una baja afinidad por el otro (Cody y col., 1995). Entre los más

frecuentementeutilizadosseencuentranel hexapéptidocíclico BQ-123 y la Sarafotoxina

6c (S6c),queson los dos análogosquehemosempleadoen nuestrotrábajo.El BQ-123,

es un antagonistaespecffico del receptorETA (Eguchiy col., 1992), y la S6c es un

agonistamuy selectivode los receptoresETB (Williams y col., 1991). Actualmente,

graciasaestosy otros análogosde las ETs, los receptoresETA y ETB se clasificana su

vez en diferentessubtiposdependiendode su afinidad por los mismos(Zimmermanny

coL, 1998,pararevisión).
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Debido a la importantefunción fisiológica de las ETs, tambiénsehan aisladoo

diseñadoantagonistasno peptídicos de pequeño peso molecular, que pueden ser

administradosoraimentey, portanto, puedenconstituirunaherramientaterapéuticaenel

tratamientode aquellaspatologíasen las queseencuentranimplicadaslas ETs. Esteesel

caso del bosentan,un derivado de las pirimidil-sulfonamidas(Clozel y col., 1993, y

1994), que es un antagonistade los dos tipos de receptoresde las ETs y que,

administradooralmente,escapazde inhibir su acción vasoconstrictdra(Clozel y col.,

1993). Este compuestoes capazde prevenir, en varios modelos experimentales,la

vasoconstricciónproducida por las ETs en situaciones patofisiológicas como el

vasoespasmocerebral y la isquemia renal (Clozel y col., 1993b). También se ha

demostradosu efecto sobrelos vasoshumanos(Nilsson y col., 1997), en los que es

capazde inhibir la acción vasoconstrictorade la ET-1. Estasinvestigacionesapuntan

hacia el uso de estos antagonistasen diversas patologías vasculares como la

aterosclerosiso la hipertensión.Otro antagonista,que tambiénpuede;seradministrado

oralmente,esel PD156707(Doherthyy col., 1995) que presenta,frente al bosentan,la

ventajadeserespecfficode los receptoresETA, por lo que seha sugeridoquepuedeser

especialmenteútil en aquellaspatologíasen las que no interesabloquearlos receptores

Efl (HarlandycoL, 1998).

1.2.2 CLONACIÓN DEL ADNc DE LOS RECEPTORES DE LAS

ENDOTELINAS.

La donaciónde los ADNc que codifican los dos tipos de receptoresde las ETs

fue realizadade forma casi simultáneapor dos grupos distintos. Aral y col. (1990)

donaronel ADNc del receptorETA a partir de unagenotecade pulmón bovino, el

polipéptido codificado posee427 aa y un pesomolecular de 48.516 Da. A su vez,

Sakuraiy col. (1990) donaronel receptorEfl apartir de una genotecade pulmón de

rata, el polipéptido obtenido posee441 aa y un peso molecular de 46.901 Da.

Posteriormentesehandonadolos genesde los dosreceptoresen otros tejidosy especies

(ver Sokolovsky y col., 1992, para revisión), comprobándoseque existe una gran

homología entre ambos receptorespara una determinadaespecie, así como entre

diferentesespeciesparaun mismotipo de receptor.
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Existen abundantespruebas que apoyan la existencia de un tercer tipo de

receptor,que ha recibido el nombrede “Receptorde endotelinatipo C” (ETC), que

tendríaunamayorafinidad porET-3 queporET-1 y porET-2. Estaspruebasproceden

de estudiosfarmacológicosque demuestranque la ET-3 provocarespuestasbiológicas

con unamayorpotenciaque los otros isopéptidos;por ejemplo, la ET-3 es máspotente

quela ET-l o la ET-2 en la vasoconstriccióndela microcirculaciónhepática(Kuriharay

col., 1992) o en la inhibición de la secreciónde la prolactinapor la hipófisis (Samsony

col., 1991).A pesarde estosdatos,hastala fecha,no seha podido donaren ninguna

especie de mamífero un ADNc que codifique un polipéptido que presenteel perfil

farmacológicode un receptorETC. Sin embargo,¡Carne y col. (1993) handonado,a

partir de melanóforosdérmicosdel Xenopuslaevis, un ADNc que codifica para un

receptorquemanifiestaalgunasde las característicasfarmacológicasde un ETC: laET-3

es400 vecesmáseficazque la ET-1 y que la ET-2 en la estimulaciónde la dispersiónde

los granosde pigmentoque contienenestascélulas. Sin embargo,en estudiosde unión

de radioligandos,la ET-3 sólo es4 vecesmás potenteque la ET-1 al competirpor la

unión de 1251-ET-3aestosreceptoresETC,presentesenlos melanóforosdeX. Laevis.

1.2.3ESTRUCTURA DE LOS RECEPTORES DE ENDOTELINA.

El análisisde la secuenciadeaade los receptoresde las ETs demuestraque los

tres tipos de receptoresdonados(Aral y coL, 1990; Sakuraiy col., 1990; ¡Carney col.,

1993) pertenecena la superfamiliade receptorescon sietedominiostransmembranaen

a-héliceacopladosa proteínasO heterotriméricas(Bimbaumenry col., 1990>. Estos

receptoresposeenun dominio extracelularamino-terminal,un dominio transmembrana,y

un dominio carboxi-terminaiintracelular(Fig. 3).

El dominio amino-terminalestá formado por, aproximadamente,75 residuos

aminoacídicos,dependiendode la especie estudiada,y es el que presentamayores

diferencias,ensusecuenciade aa, al compararlos trestiposde receptores(¡Carney coL,

1993).Estedominio, junto con los buclesextracelulares,estádirectamenteimplicado en

la unión al ligando.
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Fig. 3. Estructuradel receptorETA humano.Los aminoácidosestánnumeradospartiendode
la metioninainicial, aunquelos 20 primerosaminoácidos,que correspondenal póptidoseñal,
no semuestran.Los aminoácidos140a144 (círculososcuros)constituyenel sitio deunión de
la ET-1.Los aminoácidos40-76y 373-380() sonnecesariosparala unión de la ET-l. Los
aminoácidos296-305y 373-385 (4) estánimplicadosen la transducciónde la señal. La
capacidadparadiscriminarentresusligandosresideen la región señaladacon la flecha (@>).

(tomadodeAdachiy col., 1993).

El dominio transmembranaconsiste en siete a-hélices que atraviesan la

membrana, estando conectadasentre sí por tres bucles extracelulares y tres

intracelulares.La secuenciade aaqueformalas hélicestransmembranay los buclesque

las conectan,semantienebastanteconstantedentro de la familia de receptoresde las

ETs, al igual queenel restode los miembrosdeestasuperfamilia,ya queestáimplicada

en la internalizacióndel ligando y en la unióncon la proteínaG (Frankey col.,1990).

El dominio carboxi-terminal es intracelular y también presentadiferencias

importantesen su secuenciaentre los tres receptoresde las ETs. Este dominio está

implicado en la unión del receptor a la bicapa lipídica de la membrana, y se ha

demostradoqueesesencialparaun conectoreconocimientodelligando porel receptor,

a la vez quepresentasitios de fosforilaciónqueson muy importantesparala regulación

de la actividadde estosreceptores(Adachi y col., 1992).
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1.2.4 ESTRUCTURA DE LOS GENES DE LOS RECEPTORES DE

ENDOTELINA Y REGULACIÓN DE SUEXPRESIÓN.

Los genes humanosde los receptoresETA y ETB han sido donados y

caracterizados(Hosoday col., 1992; Aral y col., 1993). El gen del receptorA está

situadoen el cromosoma4, tiene 40 kb, y presenta8 exonesy 7 intrones. El gen del

receptorB estásituado en el cromosoma13, tiene 24 Kb, y presenta7 exonesy 6

intrones.Pesea que el gendel ETA tieneun intrón másque el del ETB en la región 5’,

ambosgenesconservanlos mismos sitios parael procesamientopostranscripcional,lo

quesugiereun origenevolutivo común(Aral y col., 1993;Rubanyiy col., 1994).

La expresiónde los genes de los receptoresde las ETs está estrechamente

reguladaporla presenciade susligandos.Sehademostradoqueel tratamientoconET-1

provoca una disminución en la densidad de sitios de unión para este péptido

(downregulation>en numerosostipos de células, como las células de músculo liso

vascular (Hirata, 1988> y los astrocitos (Ehrenreichy col., 1993>. También se ha

demostradoquela ET-3 tieneun efectoparecidoen las célulasdeosteosarcoma(Sakurai

y col., 1992).Existenotros factorescapacesdealterarla produccióndeestosreceptores.

Así,el fosforamidón,un inhibidor de laECE,y quepor tantodisminuyela producciónde

ET-1, incrementael númerode receptoresde ET-1 (Clozel y col., 1993a),mientrasque

los ésteresde forbol, a travésde la activaciónde la proteínakinasaC (PKC) disminuyen

la expresióndeestosreceptores(Resinky coL, 1990).

1.2.5 AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE LOS RECEPTORES

DE ENDOTELINA.

Utilizando técnicasde unión covai.entede afinidad (cross-lixidng) y posterior

electroforesisen gelesde poliacrilaniÁdahasido posiblecaracterizarlos sitios deunión de

las ETs en las membranascelulares.En todoslos tejidosestudiados(Ambar y col., 1990;

Schvartzy coL, 1990, 1991; de Juany coL, 1993), con estetipo de experimentos,se

obtienendos bandasquecorrespondena un pesomolecularde, aprox$nadamente,30 y

50 KDa. Experimentosposterioresen los que seutilizaron inhibidoresde la proteolisis,

permitierondemostrarquelabandademenorpesomolecularcorrespondea un producto

12
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dedegradaciónde labandade50 KDa (Kozukay col., 1991).Por tanto,y puestoqueno

existeevidenciade que a partir de los genesde los receptoresde estospéptidospueda

traducirseuna proteínacon un pesomolecularde entre30 y 35 KDa, los polipéptidos

caracterizadosen los experimentosde unión covalentede afinidadquepresentanpesos

molecularesdeestamagnitud,secorrespondencon productosdedegradaciónde dichos

receptores,que son fácilmentehidrolizablesen su extremo amino-terminal(Salto y col

1991).

Por otra parte, Nakajo y col. (1990) consiguieronsolubilizar, utilizando una

mezcladedetergentesen condicionespoco agresivas,una forma no désnaturalizadadel

receptorcon un pesomolecularde 340 KDa, lo que indica que en las membranaslos

receptoresdeETsdebenencontrarseformandoagregadoscon otrospolipéptidos.

1.2.6MECANISMOS DE TRANSDUCCIÓN DE LA SEÑAL.

Las rutas de señalizaciónintracelularactivadaspor la unión de las ETs a sus

receptores(Fig. 4) hansido estudiadasendiversostipos celulares,comden lascélulasde

músculoliso vascular(Hiratay col., 1988),en célulasendoteliales(Warnery col., 1992),

en células mesangialesde glomérulo renal (Simonson y col., 1990) y en astrocitos

(Cazaubony coL, 1993).

En la mayor partede los tejidos, la unión de las ETs a sus receptoresactiva la

fosfolipasa C (PLC). Existen evidenciasde que estemecanismode transducciónes

dependientede una proteína Gq (Reynols y col., 1989; Warner y col., 1992). La

activaciónde la PLC, que seproducede forma rápiday transitoriaal tratar las células

con ETs, generadiacilglicerol (DAG), e inositoltrisfosfato(11>3) mediantela hidrólisis de

fosfoinosítidosde membrana.El DAG, desdela membranaplasmática,activa la PKC,

queescapazde fosforilarnumerosossustratosdentrode la célula,mientrasqueel 1P3se

une a receptorespresentesen la membranadel retículo endoplísmicoabriendocanales

parael calcio, que permitenla liberacióndeesteion dentro del citoplasma,desdeestos

reservoriosintracelulares.

Las ETs tambiénson capacesde inducir la entradade Ca2 extracelularen las

células,mediantela activaciónde canalesde Ca2 presentesen la membranaplasmática

(Yanagisaway col.; 1988a>. El Ca2~esel mensajerointracelularque mediaen la mayor
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partede los procesoscelularesdesencadenadospor lasETs, incluyendola contracciónde

las célulasmuscularesy la síntesisde óxido nítrico (NO> (DeNucci y col., 1988).El NO,

un gascapazde atravesarlas membranascelulares,es producido a partir del aa L-

Arginina, por la óxido-nítrico sintasa(NOS), enzimade la que existentres isoformas

(Kuo y col., 1995). Una de estas isoformas es expresadapor las células nerviosas

(nNOS) y apareceen forma solubleen el citoplasmacelular, otra esexpresadapor las

células endoteliales(eNOS) y, en su forma activa, seencuentraunidaa las membranas

celulares, ambasisoformas se activan por la unión a Ca2tcajrnodulina.La tercera

(iNOS), esunaenzimainducible,adiferenciade las dos anterioresquesonconstitutivas,

y seexpresaendistintostipos de células,en respuestaa diversosfactoresde crecimiento

y ciertastoxinas,en procesosrelacionadoscon la infeccióne hifiamación de los tejidos.

Al tratarsede una sustanciadifusible, el NO producidopor una célula, puedeactuar

sobreotrasque seencuentrenpróximas,siendode estamaneracomoejercesu función

vasorreguladora,así el NO producido por las células endotelialesdifunde hastalas

células del músculo liso vascularprovocando su relajación (Kuo y col., 1995). El

incrementode la concentraciónde Ca 2+ intracelular también es responsablede la

activacióndeldominio tirosina-quinasade receptoresdemembranaqueinician lacascada

de señalizaciónintracelulardependientede la fosforilación de proteínasen residuosde

tirosinaqueprovocanlas ETs (Cazaubony col., 1993, Iwasakiy col., 1999>.

Por otra parte, la unión de las ETs a su receptorprovocala alcalinizacióndel

citoplasmacelular, mediante un mecanismoestimulado por la PKC, que activa el

intercambiode iones H~ y Na + con el exterior de la célula a travésde la membrana

(Gardnery col., 1989).

Otro sistemade transducciónde la señalquelas ETs desencadenanen las células

del músculoliso vascular(Reynolsy col., 1989;Abdel Latif y col., 1991) y en las células

mesangiales(Simonsony coL, 1990),esel producidopor la activaciónde la fosfolipasa

A
2, biendirectamenteatravésde unaproteínaG o indirectamentedebidoal aumentodel

Ca
2tproduciendola liberacióndetromboxanoA

2 (TXA2> y prostaciclina(PCI2).

También ha podido demostrarseque los receptoresde ETs al unirse a sus

ligandospuedeninteraccionarcon otros tipos de proteína O, distintos de los que

intervienenen la ruta de la PLC, induciendoen unos casos,e inhibiendo en otros, la

formación de AMPc, un segundomensajeroque mediaen algunasde las reaccionesde

las célulasen respuestaa las ETs (Eguchiy col., 1992).
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x
Contracción

Fig. 4. Representaciónesquemáticade las rutas de transducción de la seflal tras las activación
de los receptoresde membranade las ETs. (DAG) diacilglicerol, (El’) endotelina, (1P3)
inositoltrisfosfato, (NO) óxido nítrico, (NOS) óxido nítrico sintasa, (PGI2) prostaciclina, (NCC)
proteínakinasaC, (PLA2) fosfolipasaA2, (PLC) fosfolipasaC, (PLD) fosfolipasaD; (TXA2)
tromboxano A2 (modificado de Rnbanyi y col., 1994).

Lascascadasde señalizaciónintracelularactivadasporlas ETs no sólo danlugar

arespuestasinmediatas,comolacontraccióndel músculoliso vascular,sino quetambién

regulanla expresiónde diversos genesoriginando respuestascelularesde más larga

duración.Así, seha demostradoquelas ETs activanla transcripciónde los genesde la

farnhiafosyjun (Simonson y col., 1992), quecodificanproteínasque son fhctoresde

transcripción, y activan la expresiónde numerososgenescelulares,entre los que se

encuentran los de algunosñctoresde crecimiento (Ladenheiny col., 1993). De esta

manera, lasETsestimulanla síntesisde ION y la proliferaciónde variostipos celulares

(Komuro y col., 1998),aunquesu actividadmitogénicanecesita,o espotenciada,por

varios factoresde crecimientocomoel fkctor de crecimientoepidérmico(EGF), el factor

de crecimiento derivadode plaquetas(PDCiF) (Janakideviy col., 1992), o la insulina

(Lonchampt y col., 1991).

NOS NO
L-C¡trulina

L-Arglnlm
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1.3. EFECTOS FISIOLÓGICOS DE LAS ENDOTELINAS.

A pesar de que fueron aisladasy caracterizadasgracias a sus importantes

propiedadesvasoactivas,las ETs presentanademásotros efectos fisiológicos y se

encuentranpresentesen todoslos sistemasy órganosestudiados.

1.3.1 SISTEMA VASCULAR

La inyecciónintravenosadeET-l provocaunarápiday pasajeravasodilatación,

seguidade unapotentey dunderavasoconstricción,mayorque la producidapor ningún

otropéptidoendógenoaisladohastaahora.La vasodilataciónesdebidaala activaciónde

los receptoresETB, presentesen las células endoteliales,que provocanla liberaciónde

factoresvasorrelajantescomoP012y óxido nítrico (Yanagisaway col., 1988b,DeNucci

y col., 1988).Lavasoconstricción,esproducidapor la unión de la ET-1 a los receptores

ETA presentesen las células de músculoliso vascular,que secontraenen respuestaa]

mcremento de la concentraciónde Ca
2~ intracelular (King y col., 1989). Se ha

demostrado,usandoanálogosespecíficos,quela activaciónde receptoresEfl también

provocavasoconstricciónen algunostiposdevasos(Webby col., 1995).

LasETs manifiestanun poderosoefectosobrelos vasosde pequefiocalibre. En

los capilares,vénulasy arteriolas,la ET-1 ejerce un potenteefecto vasoconstrictor,

mayorqueel delaET-3, indicandoqueesel receptorETA, principalmente,elmediador

de dicharespuesta(Dengy col., 1991). Sin embargo,se ha descritola existenciade

microvasosenlos queET-l y ET-3 sonequipotentes(Takaoriy col., 1992),e incluso en

algunoscasosla ET-3 presentaun mayor efecto vasoconstrictorque la ET-l, lo que

sugierela presenciade receptorestipo ETC (Kuriharay col., 1992). De acuerdocon

estosresultados,estudiosti vfrro demuestranquelas célulasendotelialesde los capilares

segreganET-l, provocandola contracción,así como la proliferación de los pericitos

asociados,quepresentanreceptoresdealta afinidadpor laET-l (Takahashiy col., 1989;

Frelin y col., 1992). La inyección intravenosade ET-l produceel aumento de la

permeabilidadde los vasos en numerososórganos(Filep y col., 1991), aunqueeste

efectono pareceserdebidoa unaactuacióndirectade la ET-l sobrela paredvascular,
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sino que es mediadopor otros factores,como el factor activante& plaquetas(PAF)

(Filep y col., 1991), o el péptido atrial natriurético(PAN) (Valentin y col., 1992), cuya

producciónesmoduladaporlas ETs.

1.3.2 SISTEMA NERVIOSO.

Numerosostrabajos demuestranque las ETs están presentesen el sistema

nerviosode los mamíferos,enel quedesempeñanfuncionesimportantes.El ARNm de la

ET-1 hasido localizadoen el encéfalohumanoy deotrasespecies(Leey col., 1990>,en

neuronasdela médulaespinalhumanas(Giaid y col., 1989)y en distintostipos decélulas

gliales de la rata(McCumbery col., 1990).Por otra parte,se hadetectadoET-1-IR y

ET-3-IIR en lacortezacerebralhumana(Fernández-Durangoy col., 1994) y enel liquido

cefalorraquideo(Ando y col., 1991). Además,estánpresentesen el hipotálamo desde

dondesontransportadashastala hipófisis posteriorparasu liberación(Simonsony col.,

1991).En lo queserefierea los receptores,tanto el ETA como el ETB, estánpresentes

en el tejido neuraldelas distintasregionesdel encéfaloy la médulaespinal(Jonesy col.,

1991;Fernández-Durangoy col., 1994), y en los gangliosdelsistemanerviosoperiférico

(Giaidy col., 1989>.

Las ETs regulanla circulación en los vasos sanguíneosque irrigan el sistema

nervioso (Siren y col., 1989>, y se ha demostrado que ejercen una acción

vasoconstrictoraal actuar sobre sus receptoresETA y una acción vasorrelajante

actuandosobrelos receptoresEfl en los vasoscerebraleshumanos(Nilsson y col.,

1997). Las ETs funcionan como neuropéptidosen el sistemanervioso. Uno de sus

efectossobreel sistemanerviosocentralesla modulaciónde la secreciónde algunasde

las hormonasdelejehipotálamo-hipofisario.LaET-l (Stojilkovic y col, 1990) y la ET-3

(Samsony col., 1991> estimulan,en la rata, la secreciónde gonadotropinasdesdela

parteanterior de la hipófisis y la liberación de la vasopresinadesdeel hipotálamo

(Shichiri y coL, 1989>. Además,de forma selectiva,la ET-3 inhibe la liberación de

prolactinaen cultivos de célulashipofisariasde rata(Samsony col., 1990>.Tambiénse

ha descritola accióndespolarizantede las ETs en las neuronasde la médulaespinalde

rata(Yoshizaway col., 1989).En el sistemanerviosoperiférico, inhiben la secreciónde

neurotransmisoresen las terminalessimpáticas (Nalcamuray col., 1989>, y también
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activanla secreciónde acetilcolinaen lasneuronasparasimpáticas,a la vezquepotencian

la contraccióndel músculo liso intestinal inducido por las terminalesparasimpáticas

(Wiklund y col., 1989).Las célulasglialestambiénson sensiblesa las ETs. Los cultivos

de astrocitosproducenET-1 y ademáspresentanlos dos tipos de receptoresde estas

hormonas(Ehrenreichy col., 1991>; tambiénseha demostradoque las ETs tienenun

efecto mitogénico sobreestascélulas (McCumbery col., 1990; Battistini y col., 1993>,

actuandosobrelos receptoresETA (Hamay col., 1992).

1.3.3OTROS ÓRGANOS Y SISTEMAS.

A partede sus efectosvasoactivosy neuromoduladoreslas ETs tienenuna gran

importanciaenla regulacióndeotrosmuchossistemascorporales.

En el riñón, ademásde reducir intensamenteel flujo sangúffleo mediante la

vasoconstricciónde los vasosrenales(Goetzy col., 1988),provocanunareducciónde la

tasade filtración glomerulary de la excreciónde NC (Miller y col., 1989).Sin embargo,

sehademostradoque la infusiónsistémicade ET-l provocaun aumentoenel volumen

de orina, que esdebido a una reducciónen la reabsorciónde aguaen el túbulo de las

nefronas(Goetzy col., 1988).Porotraparte,la ET-l activalas cascadasde señalización

intracelular en las células mesangialesdel glomérulo (Simonson y coL, 1990)

produciendosu contracción,a la vezquetieneunaacciónmitogénicasobreestascélulas

en cultivo (Badrycol.,1989).

La ETs tambiéndesempeñanunaimportantefunción en la regulacióndediversos

sistemashormonales.Por ejemplo, aumentanlos niveles circulantesdel péptido atrial

natriurético(PAN), de la renina,de la aldosterona,y de las catecolanainas(Goetzy col.,

1988; Miller y col., 1989).Tambiénson secretadaspor el tiroides queademáspresenta

receptoresparaestospéptidos(Tsengy col., 1993).En los acinosdel páncreashumano,

sehan detectadolos dos tipos de receptores,aunquetodavíano sehadeterminadoque

funciónpuedantener(Hildebrandy coL, 1993).

Las ETsejercenunaacciónmitogénicasobrediversostiposde ¿élulasen cultivo,

como las células de músculo liso vascular, los pericitos vasculares, las células

mesangialesdel glomérulo, los fibroblastoso las célulasgliales (McCumbery col, 1990;

Eguchiy coL, 1992; Yamagishiy coL, 1993).Su acciónmitogénica,mediadaprincipalmente
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porel receptorETA, seve incrementadacuandoactúanencombinacióncon otrosfactoresde

crecimiento como: el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento

derivadodeplaquetas(PDCIF) y elfactorde crecimientotransformante13 (TGFjB), porlo que

se ha sugerido que las ETs puedenactuar regulandola actividad de estos factoresde

crecimiento, más que como agentesmitogénicosen sí (ver Battistini y col., 1993, para

revisión).

Por otra parte, las ETs tienen una importantefunción organogenéticaque se ha

mvestigadomedianteel desarrollode ratonestransgénicosdeficientesen el gendelas ETs y

sus receptores.Los ratonesdeficientespara el gen de la ET-1 presentanun desarrollo

anormalde los tejidos craneofaciales,asícomo disfuncionescardiovasculares(Kurihara y

coL, 1994). Recientemente,en ratonesdeficientespara el gen del receptor ETA, se ha

comprobadoque la ET-1 actúasobreestos receptoresparacontrolar él desarrollode los

tejidoscraneofacia]es(Clouthiery coL, 1998).En los ratonescondefectosen el gende laET-

3 (Baynashy col, 1994)o del receptortipo B (Hosoday col., 1994),seproducenanomalías

encélulasderivadasdelacrestaneural,como las neuronasde los gangliosmioentéricos,o los

melanocitosepidérmicos(Baynashy coL, 1994; Hosoday coL, 1994)a la vez que sugiere

quela ET-3 esel ligando naturaldelreceptorETB duranteeldesarrollo.

1.4. ENDOTELINAS Y OJO.

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

implicaciónendiversosprocesosfisiológicos y tisiopatológicosen esteórgano.

1.4.1 ESTRUCTURA GENERAL DEL OJO.

El ojo esun órgano fotorreceptorcon forma esferoidal(Fig. 5>. La pareddel

globo ocular estáconstituidapor una capacorneoescleralexterna, una capa media

denominadaúveay unacapainternallamadaretina.

La capa corneoescleralse subdivide en una región anterior y transparente,

denominadacórnea,quepermiteel pasode la luz al interior de la estructuraocular, y la

esclera,blanquecinay opaca,que protegelas delicadasestructurasintraocularesy sirve

de armazónparamantenerla formay consistenciadel globo ocular.
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La capamediao úveaestáconstituidapor la coroides,el cuerpociliar y el iris. La

coroidesesla porciónvascularde la úveay estásituadarodeandoala retina.La coroides

se continua,en la parteanteriordel globo ocular, con el cuerpo ciliar cuya principal

función es controlarel diámetroy la forma del cristalino, que se encargade dirigir y

enfocarla luz haciala retina.La porciónanteriorde la úveaesel iris, unadelgadalámina

de tejido que se continúacon el cuerpo ciliar y que presentaunaaberturacentral, la

pupila, cuyo diámetropuedeservariadogradasa la presenciade célulascontráctiles,y

que, portanto,funcionacomo un diafragma.

Conducto de

Conjuntjva
bulbar

- M.recto
interno

Pig. 5. Esquemade un corte meridional horizontal a travésdel ojo derecho(tomadode
Fawcet,1988).

La retinacontienecélulasfotorreceptorasquecaptanla luz, transformándolaen

un impulso nervioso.Unacadenade neuronasde la propia retina transmiteel impulso

generadohaciael nervio óptico. El disco óptico, papila, o puntociego esel lugarde la

retmapor el que salendel ojo las fibras del nervio óptico. En el polo posteriordel ojo,

coincidiendocon el eje visual, en la retina apareceuna depresiónen forma de embudo
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quesedenominafóveacentralo mácula.En estelugar, las capasmásinternasde la retina

se encuentrandesplazadaslateralmente,por lo que la luz llega directamentea los

fotorreceptores.Es la porciónde la retinaqueproporcionamayor agudezavisual.

La cavidadinternadel globo ocular puedeser dividida en una cámaraanterior,

una posteriory una cavidad del vítreo. Cadauna de ellas estárelleña por un material

transparente,queademáscontribuyeal mantenimientode la formay consistenciadel ojo.

Las cámarasanteriory posteriorestánconectadaspor el orificio pupilar y contienenel

denominado humor acuoso, que circula y provee de nutrientes a las estructuras

anterioresdel ojo. La cavidadvitrea,separadade lacámaraposteriorporel cristalinoy el

cuerpociliar, seencuentrarellenapor un gel transparentey viscosodenominadohumor

vítreo,queactúacomoun soporteestructuralparala parteposteriordelojo.

1.4.2 SÍNTESIS Y LOCALIZACIÓN DE LAS ENDOTELINAS EN

EL OJO.

Las ETs estánpresentesen los distintos tejidos oculares,McCumber y col.

(1989)detectaron,mediantehibridacióniii situ, el ARNm de estospéptidosen lacórnea,

la coroidesy la retinade rata.Los mismosautores(McCumbery col., 1990)detectaron

la presenciade ET-l-IR y ET-3-IR en el iris, la coroides,la retinay el cuerpociliar de

conejo.Chakravarthyy col, en 1994, mostraronla existenciade ET-1~IR y ET-3-IR en

todos los tejidos oculareshumanos,de ratay decerdo,exceptoen la córnea,lacualno

contieneET-3-IR. La concentraciónde ET-3-IR essignificativamentemayorque la ET-

1-IR en todos los tejidosdel ojo, encontrándoselos nivelesmásaltosde ET-3-IRen la

coroides.Nuestrogrupoha demostradola presenciadeET- 1-IR y ET-3-IRen la retina

de rata(DeJuany col., 1993; 1995),siendo mayorla concentraciónde ET-3-JRque la

de ET-l-IR. Tambiénse ha detectadoET-1-IR en el humor acuoso humano,a una

concentraciónsuperiora la de la sangre(Lepple-Wienhuesy col., 1992).Igualmente,se

ha comprobadoqueen cultivos de células endotelialesde los microvasosde la retinase

produceET-1 (Takahashiy col., 1989>. Utilizando técnicasde inmunohistoquñnica

Wollesaky col. (1998>,han localizadoET-1-IR en los vasosde la reúnay en el nervio

óptico, pero no en la retina neural. Sin embargo,Sitt y col. (1996) han descritola

presenciade ET-1-IR y ET-3-IR en la capa plexiforme externa y en la capa de
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fotorreceptoresde la reúnahumanay de rata. Estosresultadosdemuestranque las ETs

estánpresentesen el ojo, y sugierenque estospéptidospuedentener un doble origen,

porunapartepuedenaccederal ojo mediantela circulaciónoftálmica, y porotra pueden

sersintetizadaspor las célulasde los distintostejidosoculares.

1.4.3 LOCALIZACIÓN DE LOS RECEPTORES DE LAS

ENDOTELINAS EN EL OJO.

Existe abundantebibliografíaquedemuestrala existenciade los receptoresde las

ETsenel ojo. Kosekiy col. en 1989detectaron,utilizando técnicasdéautorradiografía,

receptoresdeEl enepitelio corneal,iris, cuerpociliar, coroidesy retinade rata.Nuestro

grupo ha caracterizadola presenciade los dos tipos de receptoresde ETs, mediante

técnicasde unión de radioligandosutilizando análogosespecíficos,en membranasde la

retina neural(De Juany col., 1993; 1995> y en los procesosciliares (Rípodasy coL,

1998) de la rata. Utilizando técnicasde autorradiografía,McCumbery col. (1994),han

localizado los receptoresde estospéptidosen las distintas capasde la reúnay en la

coroides,tanto en el ojo humano como en el de conejo, y han demostradoque el

receptorETA esel másabundanteen los vasosretinianosy de lacoroides,mientrasque

los receptoresETB aparecen,en su mayoría, sobrelas neuronasy célulasgliales de la

retma.Deacuerdoconestosresultados,sehacaracterizadola presenciade receptoresde

ET- 1 en cultivos de célulasendotelialesde los microvasosde la retinabovina(Takahashi

y col., 1989), al igual que en los pericitos retinianos,en los que los receptoresson

abundantesy ensumayoríade tipoETA (Ramarchandany coL, 1993).

1.4.4ACTIVIDAD DE LAS ENDOTELINAS EN EL OJO.

Las ETs se han relacionadocon varios procesosfisiológicos en el ojo. Los

primeros trabajosrealizadospara determinarel efecto que las ETs tenían sobre la

fisiología ocular (McCumbery col., 1991),ya mostraronqueestospéptidosproducían

unaamplia gamade respuestasenesteórgano.La inyecciónintravitrealde El- 1 y ET-3

produceun prolongadodescensode la presiónintraocular(Pb), asícomocontracción

del músculoliso de los vasosde la retina, de los procesosciliares, y del iris en el conejo
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(McCumbery col., 1991). Estudiosposteriores,sin embargo,muestranun patrónmás

complejo en el efecto de estos péptidossobre la PIO; así, Taniguchi y col. (1994)

encontraronuna respuestabifásicaa la administraciónintravitrealde ET-1 en el conejo,

la respuestacomienzacon un incrementoseguidodeuna disminuciónprolongadaen la

Pío.

Las ETs tambiénactúan sobreel diámetrode la pupila; in vitro producen la

contracciónde la pupila del conejo, sin embargoiii vivo provocanla dilataciónde la

pupila. La ET-3 además,inhibe la respuestade la pupila a la luz (McCumber y col.,

1991).

Los estudiosen cultivos celularesdemuestranquela ET-1 liberadapor las células

del endotelio vascularprovocan la contracciónde los pericitos y su proliferación

(Yamagishiy col., 1993). Igualmente,esteefectoseha podido observaren los pericitos

de los vasosde la retina(Chakravarthyy col., 1992),cuyacontraccióny proliferaciónes

estimuladapor la ET-1 actuandosobre los receptoresETA. Por otra parte, se ha

demostrado,itt vitro e itt vivo, que la El- 1 y, en menor medida, la ET-3 producen

vasoconstricciónde los vasosde la retinaderatay conejo,y medianteel usode análogos

especfficosse ha determinadoqueesel receptorETA el responsablede la disminución

del calibrede los vasos(Takei y col., 1993; Burseil y col., 1995). Al igual queen otros

vasos,los vasosde la retinamanifiestanuna respuestainicial de relajación,previaa la

vasoconstricción,frentea las ETs (Burseily col., 1995); estarespuestaesmediadaporel

receptorETB, situado en las célulasendoteliales,que producela liberación de NO y

POE (Namiki y col., 1992>.

1.5.LAS ENDOTELINAS Y LA DIABETES.

Diversosestudiosapuntanla posibilidadde que las ETs puedanestarimplicadas

en eldesarrollode las complicacionesasociadasa la DM. Algunostrabajosmuestranque

los nivelesde ET-1 enplasmaestánincrementadosenpacientesdiabéticos(Takahashiy

col., 1990),asícomo en ratascon diabetesinducidacon SIZ (Takeday col., 1991>.De

acuerdoconestosresultados,sehacomprobadoque las arteriasmesentéricasaisladasde

ratasdiabéticastienen una producciónbasalde El- 1 significativamentemayor quelas

aisladasde ratascontroles(Takeday col., 1991).Por el contrario,existenotrosestudios
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en los que no sedetectaeseincremento,ni en humanos(Predely col., 1990)ni en ratas

(Takahashi y col., 1991b>. Algunos autores relacionanel incremento de la ET-l
t

plasmáticacon la severidadde las alteracionesproducidasporla DM, porejemplo seha

encontradouna correlaciónpositiva entre la ET-1 en plasmay el nivel de albuminuria

(como marcadordel daño renal), la hipertensión(Haak y col., 1992>, o la retinopatía

(Kawamuray col., 1992).También, nuestroequipo de trabajo,ha demostradoque en

pacientescon DM tipo II que sufren aterosclerosis,los nivelesde ET-1 plasmáticase

encuentranelevados,por lo que la ET-l podría serun marcadordel daño endotelial

(Patinoy coL, 1994).

La glucosaaltera la secreciónde ST- 1 por las célulasendot¿liaies,ya que en

cultivos de células endotelialesde aorta porcina, altas concentracionesde glucosa

disminuyenla producciónde ET-1 (Hattori y coL, 1991),mientrasque concentraciones

ligeramente inferiores incrementan la secreción de ET-1 en cultivos de células

endotelialesde aortabovina y de células mesangialesde glomérulo (Yamanuchiy col.,

1990).

Porotra parte, la insulina estimulala produccióndeET-1 en cultivos de células

endotelialesdeaortaporcina(Hattoriy col., 1991),a la vezqueincrementala expresión

del ARNm de la ET-l en cultivos de célulasendotelialesde aortabovina (Oliver y col.,

1991). Sin embargo,estudiositt vivo han demostradoque el tratamientocon insulina

reduceel efecto vasoconstrictorde la ET-1 sobrela circulación renal, atenuandola

respuestade las célulasdemúsculoliso vascularal Ca2~intracelular(Inishi y col., 1994),

y corrigeen partela sobreexpresióndel ARNm dela ET-1 enel glomérulo (Fukui y coL,

1993>de ratascon diabetesexperimental.

La densidadde receptoresde las ETs se encuentraalteradaen los tejidos de

animalescon diabetesexperimentalinducidacon STZ. Las membranasde corazónde

ratasdiabéticaspresentanunamenordensidadde receptoresde ST-1, a los tres d~s de

la inducciónde la diabetescon STZ, quelas membranasprocedentesde ratascontroles

(Nayler y col., 1989).Porel contrario,en membranasprocedentesde la próstataderatas

que semantuvierondiabéticasocho semanasseproduceun aumentoen la densidadde

los receptoresde ET-1 (Salto y col., 1996a), aunquela proporción de receptores

ETA/ETB, determinadausandoanálogosespecfficos,semantienecofistanteen ambos

grupos de animales. En el riñón, en las membranasde los vasadeferensde ratas

diabéticastambiénseproduceun incrementode la densidadde sitios de unión de ET-1,
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respectodel grupocontrol. Esteaumento,escorregidocon el tratamientocon insulina

(Saltoy col., 1996b).

Estosreceptores,debenregularimportantesprocesosduranteel desarrollode las

alteracionesasociadasa la diabetes,pues, como han demostradoNalcamura y col.

(1996>,la sobrecxpresióndediversosfactoresde crecimientoy de proteínasde la matriz

extracelular,que se produce durante la diabetesen el riñón, es bloqueadapor un

inhibidor selectivodel receptorETA. Tambiénel bloqueo de ambos-receptoresde las

ETs con un antagonistano selectivo previenela proteinuriaasociadaa la nefropatía

diabéticaen la rata(Benigni y col., 1998>.

Por último, el efecto fisiológico de las ETs en diversostejidos se ve alterado

como consecuenciade la diabetesexperimental;así, en respuestaa la ET-1, en las ratas

diabéticasdisminuyela contracciónde la arteriaaorta(Fulton y col., 1991),desciendeel

flujo sanguíneoen el nervio óptico (Kihara y col., 1995) y en los glomérulos renales

(Awazuy col., 1991>,seproduceun incrementode la deposiciónde matriz extracelular

en la médularenal, o la pérdidade la autorregulacióndel flujo sanguíneoen los capilares

glomerulares(Benigniy col., 1998).

El incrementode la secreciónde las ETs,unido a un cambio en el númerode sus

receptores,junto con la relevantefunciónqueestahormonadesempeñaen la regulación

de distintos procesosfisiológicos, hacenque estos péptidossean buenoscandidatos

como mediadoresen el desarrollode las complicacionesasociadasa la DM, talescomo

la retinopatín,laneuropatía,la nefropatíay las alteracionesmacrovasculares.

1.6. LAS ENDOTELINAS Y LA RETINOPATIA

DIABÉTICA.

1.6.1 ORGANIZACIÓN DE LA RETINA Y RETINOPATÍA

DIABÉTICA.

La reúnaesun tejido quecubrela carainternade los dos terciosposterioresdel

globo ocular. Estáformadapor variascapasde tejido neuronalíntimamenteadheridoa

unamonocapadecélulasepitelialespigmentarias(Fig. 6>. ¡
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¿ Membrana limitante interna

Fibras del nervio óptico

Capa celular ganglionar

Capaplexifonre interna

Cape nuclear interna

Capa plexiforme externa

- Cepanuclear externa
Membrana limitante externa

---Cono
Bastón

Células fotorreceptoras

pigmentarías

Fig. 6. Dibujo esquemáticode las capasde la reúnahumana(tomadode Wheatery col., en
HistologíaFuncional,1987).

En la retinaexistentres tipos de células:las células del epitelio pigmentario,las

neuronasy las células de soporteo neurogliales.Histológicamentese suelendistinguir

diezcapasen la retina. La másexternaeslacapadecélulaspigmentarias,quelimita con

la coroides. La siguiente capaes la de conos y bastones,los fotorreceptores.Una

delgadalámina, llamadamembranalimitante externa,separalos fotorreceptoresde una

densacapade núcleosdenominadacapade núcleosexterna,que contienelos cuerpos

celularesde los conosy bastones.A continuaciónaparecela capaplexiforme externa

donde se sitúan las conexionessinápticas entre los cortos axones de las células

fotorreceptorasy las fibras de las neuronasde conexión (células bipolares, células

amacrinasy células horizontales>,cuyos cuerposcelularesforman la llamadacapade

núcleosinterna.La siguienteesla capaplexiformeinterna,dondelas célulasdeconexión

hacensinapsiscon las dendritasde neuronascuyoscuerposcelularesforman la capade

células ganglionaresy cuyosaxonesse dirigenhaciael nervio óptico, formandola capa
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de fibras del nervio óptico. Finalmentela membranalimitante internaseparaa la retina

del humor vítreo.La distribuciónde los vasosen la retina es diferenteen las distintas

especiesde animalesde investigación.En algunas,como la rata, el cerdo,el ratón,o el

mono, existeuna densared de vasossanguíneosen las capasmás internasde la retina,

mientrasque el cobayano presentavasosen el interior de la retina. Un caso intermedio

es el conejo que sólo poseevasos en la superficie interna de la retina. En la retina

humana, la capa plexiforme externa, la capa de núcleos externa, y la capa de

fotorreceptorescarecende vasossanguíneos.Esta porción de la retina se abastecede

capilaresde la coroides.Los nutrientesatraviesanel epitelio pigmentarioy penetranen

los espaciosintercelularesde la retinaneuralexterna.Las capasinternasde la retina se

alimentande los vasosretinianos,procedentesde la arteriaretinianacentralquepenetra

en el globo ocularacompañandoal nervio óptico. El entramadocapilaiderivadode este

origenseencuentraen lacapade fibras del nervioóptico y en la capaplexiformeinterna,

y los vasospenetranhastala capade núcleosinterna(Engermany col., 1982;Andersony

col., 1995).

La retina esun tejido con unagran actividadmetabólicay, por estemotivo, es

muy sensiblea las disminucionesen el aportede oxígeno,que provocanen estetejido

una acusadaalteración funcional. La hipoxia crónica que se produce en algunas

patologías como la DM, a consecuenciade la disminución del flujo sanguíneo,

desencadenaen el ojo y en otros órganosuna reaccióncompensatoriaque lleva a la

formaciónde nuevosvasoso angiogénesis.Estemecanismo,quetratade amortiguarlos

dañosfuncionalesque seproducenenel tejido, lejos desolucionarel problema,da lugar

en la retina de los individuos diabéticos a una serie de procesospatológicosque

constituyenla denominadaretinopatíadiabética(Guyton,1989).

En pacientesdiabéticos,a partir del momentoen que comienzana observarse

anomalíasretinianas,la retinopatíadiabéticaevolucionaen dos fases,én funciónde las

lesionesque puedenobservarseen la retina. La primera de estas fasesse denornina

retinopatía diabética no proliferativa y, como describenMello y col. (1996), las

manifestacionesinicialesdeestapatologíaestánrelacionadasconuna alteracióndel tono

vascular,lo queprovocacambiosenel flujo sanguíneoen la retina. Numerososestudios

demuestranque, incluso en los estadiosmás tempranosde la retinopatíadiabética,el

flujo sanguíneoretiniano disminuye, aunqueotrosestudiosno detectanningún cambio

(Mello y coL, 1996>. En contraste,la mayoríade los trabajospublicadoscoincidenen
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que la autorregulacióndel flujo sanguíneoen la retina seencuentraalterada,incluso en

pacientesdiabéticosen los queaúnno sedetectaningunade las anomaJíascaracterísticas

de la retinopatía(Mello y col., 1996). Estasalteraciones,a nivel celular, parecenestar

relacionadascon la desaparición,en fases muy tempranasde la retinopatía,de los

pericitos retinianos, células que actúancomo soportede las células endoteliaies.La

pérdidade pericitospuedeprovocarcambiosen las célulasendotelialesa las que están

asociadas,que más tarde terminan por originar otras complicaciones,como las

alteracionesde la permeabilidadvascular.Con el progresode la enfermedad,aparecela

evidenciaclínica de la presenciade retinopatíano proliferativa. Los signosclásicosson:

los microaneurismas;las anormalidadesvenosas,descritascomo vasoscon un calibre

irregular y un trazadosinuoso;y los edemasy hemorragiasen la retina, que originan

exudadosdecolorblanco-amarillentoy con formaglobularo de anillo. También,durante

estafase, seproducela oclusión de algunosde los vasossanguíneos,lo que origina

isquemiaen la retina. El incrementode la isquemiaretiniana,puedeser la señalparala

producción,por partede las células, de factoresvasoproliferativosque dan lugar a la

formaciónde los nuevosvasosqueseobservanen la segundafasedela enfermedad.

La segundafase sedenominaretinopatíadiabéticaproliferativay secaracteriza

porel desarrollode lesionesseverasde la retinarelacionadasconla proliferacióncelular.

En estafase,seproducelaactivaformacióndenuevosvasosen la superficiede la retina,

que comienzacon la formaciónde ramificacionesen formade horquilla o de lazo de los

vasospreexistentes.La neovascularizaciónde la retina ocurre con mayor frecuenciaen

los vasostemporalesy en el disco óptico. Los nuevosvasoscarecenderecubrimientode

tejido conectivoy frecuentementeoriginanhemorragiasen el límite entrela reúnay el

humor vítreo. Estas hemorragiasprovocan,a menudo, la pérdidade agudezavisual

(Mello y coL, 1996).Los vasosanómalosseextiendencon frecuenciaporel interior de

la reúnay el humor vítreo.Otraalteracióncaracterísticadeestafase 95 la proliferación

glial, que conlleva la apariciónde células gliales alrededorde los vasos de nueva

formación, aunquetambiénse produceen zonassin neovascularizacién(Mello y coL,

1996>. El tejido glial queacompañaa los nuevosvasospuedecontraersey provocarla

tracciónde la retina.Estatracciónpuedealterarla arquitecturade la retina, y provocar

hemorragiasen el humorvítreo y desprendimientode retina. En las fasesfinales, muy

severas,de la retinopatíadiabéticaestenuevo tejido fibrovascularproVocaun completo

desprendimientode la retina, contrayendola retina en una configuracióncon forma de
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embudo alrededorde la mácula. Si no se tratan estascomplicacionesprovocan una

severa,e inclusototal, pérdidade visión (Mello y col., 1996).

Un objetivo primordial, en el campo de la investigación de la DM y sus

complicaciones,esreproduciren animalesdeexperimentaciónlas lesionescaracterísticas

de los vasos retinianosque se producenen la DM humana,para poder clarificar las

causasy el origende la retinopatíay ensayarposiblesmétodosde tratamiento.Se han

diseñado varios modelos experimentalesen animales de laboratorio que intentan

reproducirlas alteracionesvascularesencontradasen la retinade los pacientesdiabéticos.

Sin embargo,aunquemuchasde las lesionesqueseobservanen la retinahumanapueden

reproducirseendiversosmodelosexperimentales,a la hora de extrapolarlos resultados,

debeconsiderarsela diferenteestructuraanatómicadel ojo en las diferentesespecies,y

comprobarquelas alteracionesobservadasson,efectivamente,las mismasquelas quese

producenen los humanosdiabéticos.Uno de los modelosmásutilizado esel obtenidoal

administrarSTZ aratasy otrospequeñosanimalesde laboratorio,como ratóno hámster.

En la diabetesinducidaen la ratamediantela inyección de STZ, seproducenlesiones

similares a las que se desarrollanen humanosdurantela retinopatíano proliferativa,

como microaneurismas(Leuenbergery col., 1971>,vasodilataciónvenosa(Sosulay col.,

1972),disminucióndelnúmerodepericitosy cambiosen la membranabasalde los vasos

(Cunha-Vazy coL, 1975>. Sin embargo,en ningún caso se ha descritoel desarrollode

neovascularizaciónen la retina de ratasdiabéticas(Engermany col., 1982).Esto podría

serdebidoaque las ratasdiabéticasno viven lo suficienteparadesarrollarla retinopatía

proliferativa (Hammesy col., 1998), aunquetambiénse ha sugeridoquepuedenexistir

factores antiangiogénicos en la reúna de las ratas adultas,- que evitan la

neovascularización,ya que, en la reúnade ratasreciénnacidassometidasa condiciones

de hipoxia, siseproduceneovascularización(Reynaudy col., 1994>.

La retinopatíaproliferativasepuedereproducirde forma experimentalen perros

y monos.Enestosanimales,tras períodosde hiperglucemiasuperioresa los tresaños,se

produceneovascularizaciónprincipalmenteen el interior de la retina, más que en la

superficie o en el humor vítreo como ocurre en humanos (Engermany col., 1965;

Bresnicky col., 1976>.

En la actualidad, la secuenciade acontecimientosque ocurren en la retina

diabéticaesparcialmentedesconociday aúnno sehandeterminadolas relacionescausa-

efectode muchosde los procesosqueen ella tienenlugar. Por otraparte,setratadeun
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campode la investigaciónen el queseestánhaciendograndesesfuerzós,puestoque los

estudiosclínicos demuestranque el porcentajede pacientesdiabéticosque desarrollan

retmopatía,aumentaproporcionalmentecon el tiempo de duraciónde la enfermedad,y

que tras 15 añosdepadecerla DM, prácticamenteel 100 % de los individuos diabéticos

desarrollaestapatologíaen algunade sus fases(L’Esperancey coL, 1983;Mello y col.,

1996).

1.6.2 LESIONES VASCULARES EN LA RETINOPATÍA

DIABÉTICA.

A nivel celular, dos cambios importantes tienen lugar en la pared de los

microvasosretinianosdurantela DM. Por una parte,se produceuna disminuciónen el

número de las células que forman los vasos sanguíneos,especialmentehay una

disminución en el número de pericitos (Cogan y col., 1961), unascélulas de origen

mesodérmicoqueestánadosadasala membranabasaldelos capilares,y querodeanalas

célulasendotelialesque forman la paredde estosvasos.Los pericitostienencapacidad

paracontraersepor lo queseconsideraquesuprincipal funciónescontrolarel calibrede

los capilares.Si en los vasossanosla proporciónde pericitosfrenteacélulasendoteliales

es 1:1, en los individuos diabéticosse detectauna disminución de la proporción de

pericitos en fasestempranasde la DM. La posterior desapariciónde las células

endotelialesde los vasos,en el cursode la enfermedad,da lugar a la formaciónde los

llamados capilaresacelulares(Ashton, 1963), que tienen una función capital en la

evoluciónde la retinopatía,puesen ellos el riego sanguíneoestádificultado y, dondese

originan,seproduceisquemiay neovascularización.

No estásuficientementeclaro si la desapariciónde las células de los capilares

retinianosesunaconsecuenciao la causade la oclusiónde los capilaresqueda lugara la

isquemiade la retina. Existendatosquesugierenque la desapariciónde los pericitoses

una consecuenciade la isquemia retinianapuesto que, en los microvasosdel nervio

óptico y de la cortezacerebral,la pérdidade pericitos a consecuenciade la DM no se

produce,o al menosno estan rápidacomo en la retina. Estoshaflazgóssugierenquela

desapariciónde los pericítosse debea cambioslocales en la retina, probablementede

tipo hemodinámico(Engerman,1989). En contraposición,existenindicios de que la
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disminución de los pericitos no se producea consecuenciade lcis cambiosen la

circulaciónretiniana(Lorenzi y col., 1991>: en primer lugar, los pericitosno estánen

contactodirecto con la luz de los vasos,sino que se sitúan rodeandoa las células

endoteliales,por lo que estánmásalejadosde la luz del vasoquelas célulasendoteliales

que, sin embargo,resistenmejor las alteracionesmetabólicasde la DM; en segundo

lugar, la pérdidadepericitossesigueproduciendoinclusodespuésdel tratamientode los

pacientesdiabéticos,cuando las alteracionescirculatoriasse han corregido. En este

sentido, se ha propuestoque la DM altera la actividad mitogénica de las células

endotelialesy los pericitosde los capilares,y que su desapariciónpodríaserdebida,por

una parte, al efecto tóxico del metabolismoalterado por la diabetesy, por otra, a la

pérdidade la capacidaddedivisión deestascélulas(Lorenziy col., 1991>.

La segundaalteraciónhistológicaqueseproduce,como consecuenciade la DM,

eselengrosamientode la membranabasalde los capilaresde la retina,producidapor las

alteracionesenel procesode síntesisy degradaciónde sus componentes,especialmente

en lo queserefierea la degradaciónde las proteínas,dificultada porqueéstassufrenuna

glicosilaciónno enzimáticaen la DM, y porquedisminuyela producciónde las enzimas

encargadasde sudegradación(Nyengaardy col., 1997>.Estaalteracióóseha observado

en los capilaresde la capade fibras nerviosas,la capaplexiforme interna y la capa

plexiforme externa,que son las capasvascularesde la reúnade rata (Andersony coL,

1995).

1.6.3 ALTERACIÓN DE LA BARRERA EJEMATORRETINIANA

El concepto de barrera hematorretmxana es análogo al de barrera

hematoencefálica.Los vasosretinianospresentanunaelevadaimpermeabilidad,similar a

la quepresentanlos vasosquerieganel sistemanerviosocentral,queesmuy superiora

la de los vasosde otras regionesdel cuerpo.La barrerahematorretinianaselocaliza a

dos niveles: existeuna barreraexternaformadapor el epitelio pigmentariode la tetina

que aÉlaa la reúnade los vasosde la coroides,y una barrerainternaformadapor las

célulasendotelialesde los vasosde las capasmásinternasde la retina(Cunha-Vazy col.,

1966). La alteración de la barrera hematorretiniana,con un aumento de su

penneabilidad,ha sido establecidacomo uno de los eventos fisiopatológicos más

31



INTRODUCCIÓN

tempranosque tienen lugaren la retinade individuos diabéticos.Esteincrementode la

permeabilidadse ha demostradousando técnicasde angiografíacon fluoresceínaen

humanos(Cunba-Va.zy col., 1975> y en ratastratadascon STZ (Waltmany col., 1978).

De acuerdocon estosresultados,Ishibashi y col. (1979) han descrito los cambios

ultraestructuralesqueseproducenen las célulasendotelialesde los capilaresde la retina

como consecuenciade la DM, demostrandoque un mesdespuésde la inducciónde la

diabetescon STZ, las uniones intercelularesde las células endotelialescomienzana

alterarse,permitiendola salidadesdelos vasosdel marcadorutilizado. Estasalteraciones

son anterioresalengrosamientode la membranabasalde los capilaresy a la disminución

delnúmerode los pericitos,quemarcanel comienzode la angiogénesisen la retinopatía

diabética.

Estos cambios en la permeabilidad de la barrera hematorretimanase han

relacionado con las altas concentracionesde glucosa plasmática mediante varios

mecanismos,como la alteraciónde las rutasmetabólicasde ladegradaciónde la glucosa

(Winegrad y col., 1986) o la alteraciónde la presiónosmótica(Kaneko y col.,1990),

perotambiénparecenestarimplicadosen estosprocesosalgunosfactoresde crecimiento

y hormonasque resultanalteradosporla DM y quesesabeque actúansobrelas células

endoteliales.

1.6.4 FACTORES DE CRECIMIENTO IMPLICADOS EN LA

RETINOPATÍA DIABÉTICA

Profundoscambiosbioquíniicosdebenprecedera los cambiosfisiopatológicosy

morfológicosque tienen lugar en los vasos durante la retinopatíadiabética, y existen

múltiples hipótesisque relacionanestas alteracionescon toda una serie de factores

vasoactivosy factoresde crecimiento.La primeradeestashipótesisfue la enunciadapor

Michaelsonen 1948, segúnla cual, la retina neural,ante la hipoxia producidapor la

isquemia,libera un factorangiogénicoresponsablede la retinopatíaproliferativa.

En la actualidad,todavíase sigueinvestigandola naturalezade esefactory los

mecanismospor los quesealterasu producción,sin quesehayallegado a tenerunaidea

claradesuorigeny su mecanismode acción.La primerahormonaa la queseatribuyó la

responsabilidadde la proliferaciónvascularen la retinafue a la hormonade crecimiento
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(OH), debidoa quesecomprobóquela extirpacióndela hipófisis provocabaunamejoría

en la retinopatíaproliferativa(Lundbaeky col., 1970>,aunqueestahipótesissedesechó

antela demostracióndeque esla propiaretinala queproducelos factoresresponsables

del crecimientode nuevosvasos (Glasery col., 1980). Igualmente,se ha sugerido la

intervencióndel factor de crecimientosemejantea insulina 1 (IGF-I>, que seencuentra

elevadoen el humorvítreode pacientescon retinopatíaproliferativa(Granty col., 1986>,

y que en la retina de conejoactúa como un agenteangiogénico(Gránt y col., 1993).

También ejercen una potente acción vasoproliferativa(Gospodarowicz, 1991), los

factoresde crecimientode fibroblastosácido y básico(aFGF y bFGF), que ademáshan

sido detectadosen la retinade individuos quepresentanretinopatía(Reygrobellety col.,

1991>.En los últimos años,seha desarrolladounaintensaactividadinvestigadorasobre

la acción angiogénicade los miembros de la familia del factor de crecimiento del

endoteliovascular(VEGF). Estos péptidosposeenunascaracterísticasque les señalan

como mediadoresde primera magnitud en la retinopatía diabética puesto que:

incrementanla permeabilidaddelos capilares(Keck y col., 1989),suprbducciónseeleva

en situacionesde hipoxia (Ferraray col., 1992>, su presenciaaumentaen elhumorvítreo

y acuosode pacientescon distintos gradosde retinopatía(Mello y col., 1994), y por

último, presentanabundantesreceptoresen las célulasendoteliales(Thiemey col., 1995>,

sobrelas quetienenunaactividadmitogénicamuy especffica(Dvoraky col., 1995>.A su

vez,sehaseñaladoque los inhibidoresde la angiogénesisdebendesempeñarunafunción

importanteenla regulaciónde la formacióndenuevosvasossanguíneos.Aunqueeneste

campode investigaciónseha trabajadomuchomenosque enel de los activadores,seha

descrito la inhibición de la proliferación de las células endoteialespor pericitos en

cocultivo, y que esteefecto, es mediadopor el factor de crecimientotransformantefi

(TGF-I3) (Antonelli-Orlidge y col., 1989), sugiriendo que el proceso de la

neovascularizaciónesel resultadode la pérdidadelequilibrio entrefactoresactivadorese

inhibidoresde la angiogénesis.Es posiblequeestosfactoresde crecimientono actúenen

una fasetempranade la retinopatíani seanlos responsablesde la hipoxia y de los daños

en la retina, sino que son liberadosen respuestaa las perturbacionesque originanesta

patología,con la función degenerarnuevosvasosquereduzcanla situaciónde hipoxia

en las partesafectadasde la retina. Además,esmuy posible,que existanotros factores

de crecimiento implicados en estos procesosque aún no han sido investigados lo

suficiente,pero queenel futuropuedenarrojarnuevaluz sobreestetema.
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1.6.5 IMPLICACIÓN DE LAS ENDOTELINAS EN LA

RETINOPATÍA DIABÉTICA.

Los datosde los que disponemosen la actualidadindican qu¿las ETs no sólo

tienenuna importantefunción en la regulacióndel funcionamientonormalde la retina,

sino quetambiénactúanadistintosnivelesen eldesarrollode la retinopatíadiabética.

Estudios iii vivo demuestranque la inyección intravítrea de ET- 1 provoca

vasoconstricciónen los vasos de la retina de conejo (Takei y col., :1993>, actuando,

principalmente,sobrelos receptoresETA. Por otra parte,estudiosiii vitro demuestran

que las células del endoteio vascularde la reúna producen ET-1:, y que existen

receptoresETA en los pericitos retinianos (Takahashiy col., 1989>, indicando que

tambiénlos microvasosdebenrespondera la ET-1. Por otro lado, existendatos que

sugierenque el efecto de las ETs sobrelos vasosde la retina es muy sensiblea los

cambiosmetabólicosproducidosdurantela DM. En estesentido,seha demostradoen

los pericitos la disminuciónde la capacidadde la ET-l paraactivar la PKC cuandose

cultivan en presenciade una elevadaconcentraciónde glucosa (De la Rubia y col.,

1992>,aunqueno sedetectaningúncambio en la afinidad o el número- de receptores.Si

esteprocesotuvieselugar in vivo, podríaestarimplicado en la dilatación capilary otras

disfuncionesque se producen en las primerasfasesde la retinopatíadiabética. De

acuerdo con estos datos, Burseil y col. (1995) han mostrado que el efecto

vasoconstrictorde la ET-1 en la retina de ratas diabéticas es 10 -veces menor en

comparacióncon el observadoen las ratas controles. Tambiénes conocido que las

células endotelialesen cultivo incrementanla producciónde ET- 1 en presenciade altas

concentracionesde glucosa(Yamanuchiy col., 1990;Chakravarthyy col., 1997), lo que

sugiereque, en las primerasfasesde la DM, las elevadasconcentradionesde glucosa

debenprovocarunavasoconstriccióninicial, debidaal incrementodela secrecióndeET-

1, seguidadeunapérdidadela capacidadde los pericitospararespondéra ET- 1, lo que

iría acompañadode vasodilatación,especialmentesi la elevadaconcentraciónde ET-1

provoca en los pericitos una disminución del número de receptores de ET-1

(Ramarchandany col., 1993>.

Otro hallazgoimportanteesquelas ETs aumentanla permeabilidadde los vasos

sanguíneos(Filep y col., 1991) y, aunqueno apareceen la bibliografía ningún estudio
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realizadoen los vasosretmianos,ni existendatosquereflejensi estafunción de las ETs

se ve alteradaen animalesdiabéticos,existela posibilidad de queestospéptidosestén

implicadosen la alteraciónde la barrerahematorretinianaqueseproduceen la DM. Por

otraparte,sehademostradoquela insulina incrementala síntesisy la liberacióndeET- 1

por las células endoteliales(Hu y col., 1993, Chakravarthyy col., 1997), así como la

expresiónde sus receptoresen los pericitos y célulasde músculoliso vascular(Franky

col., 1993; McDonald y col., 1995), lo que podríaestarrelacionadocon la continuación

y el agravamientode la retinopatíadiabéticaen los pacientestratadoscon msulina.

Otro interesantecampode estudioesel efectode la DM sobrela retina neural.

En este sentido,es interesanteseñalarque las células gliales de la retina tienen una

importantefunción en la génesisde las alteracioneshemodinémicasque seproducenen

la retinopatíaen pacienteshumanosya que, recientemente,sehan puestode manifiesto

alteracionesen el funcionamiento de las células de Múller de pacientesdiabéticos

(Mizutaniy col., 1998>,y esconocidoque dichascélulasliberan factoresque regulanel

flujo sanguíneo,la permeabilidadvasculary la supervivenciade las neuronasen la retina

(Newman y col., 1996>. Por otra parte, se ha podido demostrarque el material que

ocluyelos vasossanguíneosde la retinaen la DM esde origen glial, lo’que indicaquela

proliferación de estascélulas estádirectamenteimplicada en las alteracionesdel flujo

retiniano (Toke, 1997). La hipoxia o las alteracionesmetabólicasqúe sufre la retina

generanalteracionesdelfuncionamientonormalde las célulasnerviosaso gliales, lo cual,

en referenciaal sistemade las ETs, podríasuponerun cambio en la’ síntesisde estos

péptidos,o bienen el número,la proporción,o la distribuciónde sus receptores,que

estánpresentesen estascélulas(Battistini y col., 1993; Ehrenreichy col., 1991>. Estos

péptidos, actuandosobre sus receptores,funcionancomo neuromoduladoresen el

sistemanervioso, y podrían teneruna importante función en la fisiopatología de la

retinopatíadiabética.
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2. OBJETIVOS.

El objetivo global de esta tesis es avanzar en el conocimiento de las

característicasbioquímicasy de la regulaciónde los receptoresde endotelinaen la

retina de la rata,y de las posiblesalteracionesque en la densidady la proporciónde

dichos receptorespueden producirse como consecuenciade la diabetesy de su

tratamiento.

Específicamente,utilizando como material biológico los tejidos procedentesde

tres gruposde animales (ratas con diabetesinducida con STZ, ratas con diabetes

inducidacon STZ tratadascon insulina, y ratascontroles>,nos propusimosabordarel

estudiode los siguientesaspectos:

1- Determinaciónde laconstantede disociación(Kd) y de la densidadde sitios de unión

(Bmax) de la ET-l y la ET-3 en la retina neuralde rataa los 15, 45, y 90 días de la

inducción de la diabetescon STZ y comparaciónde estosparámetrosentre los tres

gruposdeanimales.

2- Determinaciónde la proporción de los dos tipos de sitios de unión de las ETs

presentesen la retina neuralde rata a los 15, 45, y 90 días tras la inducción de la

diabetesconSTZy comparaciónde los resultadosentrelos tresgruposdeanimales.

3- Determinacióndel peso molecularde los sitios de unión de la ET-l y de la ET-3

presentesen las membranasde retinade rata,en los tres gruposde animales,a los 90

díasde la inducciónde ladiabetescon STZ.

4- Determinaciónde la distribuciónde los sitios de unión de las ETs en las distintas

capasde la retinade las ratay comparacióndeestadistribuciónentrelos tres gruposde

animalesa los 90díasde la inducciónde ladiabetescon STZ. -

5- Determinaciónde la distribuciónde la ET-l-IR en la retina de lós tres gruposde

animales,a los 90díasdela induccióndela diabetescon STZ.
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3.1.APARATOS Y REACTIVOS.

3.1.1APARATOS.

Parahomogeneizarel tejido seutilizan homogeneizadorescónicosde ci-istal deiS ml.

Las centrifugacionesrealizadasparala preparaciónde membranasse realizan en una

centrífugaMinifuge T de Heraeusy unaultracentrífugaSorvaIlRC-5Cde Dupont.

La valoracióndeproteínasserealizamidiendo la absorbanciacon un espectofotómetro

PyeUnicamSPE-550UV/VIS de Phillips.

Pararealizarlas electroforesisseutiliza unafuentede alimentaciónLINUS modelo 3540

conectadaa un unacubetade electroforesistipo “precastgel systemmini-cell” tambiénde

LINUS.

Los geles utilizados en la electroforesisfueron minigeles de Tris/glicina con un 10% de

pohacrilamidasuministradosyapolimerizadospor Linus (minigelEC6015 10 well de 1.0mm

deLINUS>, con unazonade concentraciónde 1 cm.

Parahacerlos corteshistológicosencongelaciónseutilizó un criostatomodelo HM5O5E

deMicrom.

La determinaciónde la glucemiaserealizó con un glucosfinetrode tiras reactivasOne

TouchII de Lifescan.

Los portaobjetosviselados, limpios y desengrasadosse obtuvieron de Hirschmann

Laborgerate.

Las preparacioneshistológicas se analizaron y fotografiaron con un microscopio

PhotomicroscopeIII deZeissconcondensadordecampooscuroy campoclaro.

Para digitalizar los negativosde las imágenesde microautorradiografíase utiliza un

escánertipo LKB ImageMasterde Phannacia.

Parael análisis de los resultadosde los experimentosde unión de la endotelinaa sus

receptoresen las membranasde retina seutilizan los programasEBDA y LJGAND de

G.A. MacPherson(Elsevier-BIOSOFT).

El análisisdensitométricode las microautorradiograf~sy las electroforesisserealizacon

elprogramaImageMasterversión1.0de Pharmacia.

Para analizarlos resultadosde los experimentosde inmunohistoqufinicausamosla

aplicacióninformáticaLeica Qwin (Loica microscopysystemsLtd.> y una videocámara

digital (Leica DC100) montadasobre un microscopio y conectadaa un ordenador
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personal.

Parael análisisestadísticode los resultadosseutiliza el programainformáticoSPSSpara

Windowsversión6.0.

3.1.2REACTIVOS.

Las hormonasmarcadasconlodo 125 [1~ 1] utilizadasen los ensayossonla Endotelina-

1 y la Endotelina-3,seobtuvieronde AmershamInternationaly poseenuna actividad

específicade2000Cilmmol.

Los péptidosEndotelina-1, Endotelina-3,BQ123 (ciclo-(D-Asp-Pro-D-Val-Leu-D-Trp>,

y Sarafotoxina6 c (56c>, ademásdelantisuerodeconejoanti-endoteliná-1 utilizado en el

RIA, seobtuvieronde PeninsulaLaboratories.

Las ratasse trataroncon la insulina Lente (bovina/porcina)generosamentedonadapor

Novo-Nordisk.

Los filtros Whatman GF/C, utilizados para la filtración, se obtuvieron de Whatman

International,y el sistemade vacío utilizado parafiltrar las membranascelulareses el

VacuumManifold (modelo1225)de Millipore.

El Tris-HCl (Trizma hidroclorhidre), Tris-base (Trizma base), inhibidores de la

proteolisis (aprotinina, fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF), pepstatina),la bacitracina,la

albúminade suerobovino (BSA), glicina, sodio dodecilsulfato (SDS), paraformaldehído,

glutaraldehilo,poli-L-Lisina (PLL), streptozotocina(517) y dimetil sulfóxido (DM50) se

consiguieronde Sigma Chemical Co. El ácido acético, carbonatosódico, hidróxido

sódico, tartratodisódico, sulfatocúprico,el reactivo de Folin, tampónHEPES,acetato

amónico, citrato sódico, benzoatosódico, ácido benzóico, sacarosa,cloruro sódico,

cloruromagnésico,etanol,2-metilbutanoy EDTA de E. Merck. -

El dissuccinimidil suberato(DSS) y el azul de Coomassiese comprarona Pierce

ChemicalCo..

Las proteínasque seutilizan parahacerla curvapatrónparacalcularel pesomolecular

en la electoforesissondeBIO-RAD (SDS-PAGEHigh MolecularWeight Stanclards>.

Las columnastipo Sep-PackC- 18 parala extracciónde la Endotelina-1 en elRfA sonde

WatersAssociates.

La películade rayosX utilizada parala autorradiografíade los gelesde la electroforesis
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fue laXR-OMAT RP6de Kodak.

Enmicroautorradiogra&seusóla emulsiónfotográficaLM 1 deAmershámInternational.El

reveladorusadoeselD-19 de Kodaky el fijadorutilizado fueHypamdeI]ford limited.

El medio de inclusión utilizado paracortar el tejido en congelaciónes TissueTek, de

Miles Inc.

En el análisis inmunohisqufrnicose utilizó un antisuerode conejo contrael antígeno

relacionadocon el factor VIII de coagulaciónhumano(PUO16-PU>-de BioGenex,un

antisuerode conejocontraET-1 de PeninsulaLaboratoriesy el equipo de revelado

“super-sensitiveready-to-use(ADOOO-5R)” tambiénde BioGenex.

3.2.ANIMALES.

3.2.1 CONDICIONES GENERALES.

Todos los experimentosserealizaronde acuerdocon la directiva del Consejo

Europeodel 24 de Noviembrede 1986 (86/609/CEE).Se utilizan ra;asmachoWistar.

Los animalessedisponenen jaulasde policarbonatode 1800cm2 y 20 cm de altura, en

gruposde cuatro,en salascon la temperaturay la humedadcontroladay con ciclos de

luz/oscuridadde 12 horas.Se alimentancon comidaestandarizadacomercialy aguaad

libitum.

3.2.2.PAUTAS DE TRATAMIENTO.

3.2.2.1ADMINISTRACIÓN DE LA STREPTOZOTOCINA.

La streptozotocina(2-deoxi-2-(3-metil-3-nitrosoureido>D-glucopiranosa)es un

antibiótico de amplio espectroy un agenteantitumoralque produceel desarrollode la

diabetesen ratas y otros animalesde experimentación(Rakieten y col., 1963>. Su

capacidadparaproducirla diabetesestárelacionadacon su toxicidad~obrelas células13

del páncreas.Uno de sus componentes,la nitrosourea,es citotóxico, mientrasque la

desoxiglucosafacilita la entradadel compuestoen las células pancreáticas.Desdesu

aislamientoy purificaciónestecompuestoha sido ampliamenteutilizado en la inducción
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dela diabetesexperimental.

En nuestrosexperimentos,la STZ seutiliza disueltaen tampóncitrato 10 mM a

pH 4.5, que contieneNaCí 100 mM, en una dosisde 75 mg/Kg de pesodel animal. La

administraciónserealizaporvía intraperitonealcuandolas ratasalcanzanun pesode 200

grsaproximadamente.

3.2.2.2ADMINISTRACIÓN DE LA INSULINA.

El tratamientocon insulina (Lente (bovina/porcina)deNovo-Nordisk)seinicia a

partir de las 48 horas del tratamiento con SIZ, tras comprobarque los animales

presentanglucosuriay glucemiasuperior a 450 mg/dl. A los animalesse les inyecta

diariamente,porvía subcutánea,unadosisdeentre3 y 6 U.I. de insulina, en funciónde

su pesoy suglucemia,paramantenerlesla glucemiaentre120 y 150 mg/dl. La inyección

de la insulinaserealizaa las 10.00 h. Se realizaronexperimentospreviosque sirvieron

paraelegir el tipo más adecuadode insulina y las dosis necesariaspara mantenerla

glucemiaentre120 y 150 mg/dl.

3.2.3 ESTUDIO EVOLUTIVO.

A todoslos animalesseles pesay se lesmide la glucemiatres vecescadasemana,

durantelos primeros 15 días del experimentoy dos vecescadasemanael resto del

tiempo. La sangreparavalorarla glucemiaseobtuvo mediantepunciónen la venatarsal

de cadaanimal y la glucosaen sangresecalcula utilizando un glucostretrode tiras

reactivas.Esteprocesoserealizaa primerahorade la mañana,inmediatamenteantesde

inyectarlesa los animalessudosisdiaria deinsulina.

3.2.4OBTENCIÓN DE MUESTRAS.

3.2.4.1SACRIFICIODE LOS ANIMALES.

El sacrificio de los animales,parala obtenciónde las muestrasobjeto de estudio,

serealizapordecapitación,sin utilizar anestesia,prácticaadmitidaparaéstaespeciepor
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la DGXI de la ComisiónEuropea,Directiva 86/6O9IEEC,referido e~pecialmenteen el

artículo 2 (1> y publicadoporestaComisiónen Octubrede 1995.

3.2.4.2PLASMAS.

Tras el sacrificio de los animales,aproximadamente10 ml de sangrede cada

animalserecolectaen tubos de 15 ml a los quepreviamentese les hab~ añadido100 pl

de EDTA 3 mM, y 100 pl de aprotinina0.8 mM. Los tubos seintroducenen hielo hasta

su centrifugación. La sangrese centrifugaa 1000 xg a 40C durante 15 minutos.A

continuaciónseextraeel plasmay sedistribuye en dos alícuotasque secongelana -80

0C hastasuutilizaciónen un periodomáximo de tresmeses.

3.2.4.3DISECCIÓN DE LAS RETINAS.

Tras la decapitaciónde los animales,seprocedea la enucleaciónde los ojos que

semantienenen suerofisiológico frío hastasu disección. La disecciónde los ojos se

realiza de forma inmediatasobre una placa fi-la y bajo una lupa de disección (30X).

Durante la disección se elimina primero la córnea,seguidadel cristalino y el cuerpo

vítreo, paraluego extraerla retinacon un pincel y depositarlaen un hómogeneizadoral

que previamentesehan añadido200 pl de tampón Tris SmM a pH 7.4, con sacarosa

0.32 M, pepstatina0.2mM, PMSF0.5 mM y aprotinina0.8 miM.

3.2.4.4 PREPARACIÓN DE LAS MEMBRANAS CELULARES DE RETINA.

Las retinasde tres ratas(n=6), recién diseccionadas,se homogeneizanjuntas,

durante 1 minuto, en frío, en el homogeneizadorcónico con 200 pl de tampón (Tris

5mM pH7.4, sacarosa0.32 M, pepstatina0.2 mM, PMSF0.5 mM y aprotinina0.8 mM>

y secentrifugandurante15 minutosa 40C a 600 xg (Fig. 7). El precipitadoseincluye en

Tissue-Teky se congelaa -700C, para realizarel análisis inmunohistoqufinicode la

presenciadel antígenorelacionadoconel factorVIII decoagulación.El sobrenadantese

vuelve a centrifugar durante30 minutos a 40C y a 30.000 xg. A continuación, el

precipitadoseresuspendeen el mismo tampóny secentrifugaen las mismascondiciones
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paralavarlas membranascelularesde retina. El precipitadode estaúltima centrifugación

se resuspendeen tampón Tris 50 mM pH 7.4 para obteneruna concentraciónde

proteínasde 0.75-1 mg/ml. Despuéssehacenalícuotasde 0.5 ml que se guardana -70

“C hastaserutilizadosen los experimentos.

Se reservaun pequeñovolumen para la valoración de la concentraciónde

proteínasque sedeterminaporel métodode Lowry y col. (1951).La fraccióndel tejido

queseconsiguemedianteel procesoqueacabamosde describir,y al que denominaremos

“membranascelularesde retina” a partir de estepunto, estáenriquecidoen la fracción

microsomalde célulasneuronalesy gliales como demuestranlos trabajosde Zhanisery

col., (1984> y no presentacontaminaciónvascular.

Una de estasalícuotassevuelve a centrifugara 30.000 xg y el precipitadose

incluye en Tissue-Teky secongelaa-70”C pararealizarseccionesconel criostatosobre

las queanalizarla presenciadelantígenorelacionadocon el factorvin de coagulación.

3.2.4.5 CONGELACIÓN DE LOS OJOS PARA LA REALIZACIÓN DE LAS

SECCIONES CON EL CRIOSTATO.

Tras su enucleación,cadauno de los ojos elegidosparaestefin, se introduceen un

recipiente semiesféricode plástico que contiene el medio de inclusión Tissue Tek, y

rápidamentesecongelanen 2-metilbutanopreviamenteenfriado en nitrógenolíquido. Los

ojos asípreparadosseguardana-70” hastasu utilización enun periodomáximode 3 meses.

3.2.4.6.REALIZACIÓN DELAS SECCIONESCONEL CRIOSTATO.

3.2.4.6.1PREPARACIÓNDEPORTAOBJETOSCONPOLI-L-LISINA.

Sedisuelvela poli-L-Lisina (PLL) en aguadestiladaa unaconcentraciónde 1 mg/ml

y sehacenalícuotasqueseguardana-20”C. Sobrelos portaobjetoslimpios y desengrasados

secolocaunagotade 10 gIde la soluciónde PLL y se extiendeen unadelgadaláminasobre

todasu superficie,superponiendodos portaobjetosy luego dejándolossecarpor separado.

Unavezsecoslos portaobjetosseguardana -20”C hastasu uso.
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3.2.4.6.2REALIZACIÓN DE LAS SECCIONES CON EL CRIOSTATO.

Enel momentode hacerlas secciones,los ojos incluidos en Tissue-Tekseextraende

los recipientessemiesféricosy sefijan sobrela platadelcriostato,de mañeraquela cuchilla

realiceseccionessagitalesdelojo a laalturadela entradadel nervio óptico enel globo ocular.

Se realizanseccionesde 12 pm a -30”C2 en series de 30-35 cortes consecutivosy se

seleccionanlas seriesque contienenla zona de la reúnaadyacenteal nervio óptico. Las

seccionessemontanenportaobjetos,previamenterecubiertosconPLL, aunatemperaturade

0-2”C, a continuaciónsesecana 4”C en vacío durante3 horasy luegose congelana -70”C,

en cajas que contienen gel de sílice, hasta su utilización en los experimentos de

inmunohistoqufinicay microautorradiografia.

Con el precipitadode las centrifugacionesde la preparaciónde membranas,una

vez incluido en Tissue-Tek,seprocedede maneraanálogaa la descritaen el párrafo

anterior,paraconseguirseccionesen las querealizarel análisis inmunohistoquimicode la

presenciadelantígenorelacionadoconelFactorVIII decoagulación -

3.3 DISEÑO EXPERIMENTAL.

Un totalde 140 ratasWistarcon un pesode, aproximadamente,200 g setratany

sedistribuyenen gruposde la siguientemanera(Fig. 8):

A 100 de estosanimalesseles inyecta,por vía intraperitoneal,una dosis de 75

mg/Kg de STZ diluida en tampón citrato 10 mM a pH 4.5 con NaCí 100 mM, para

inducirles la diabetes.A las 48 horasdel tratamientocon STZ se seleccionaa las que

presentabanglucosuriacon glucemia superiora 450 mg/dl (n=80> y se despreciaa

aquellasqueno cumplenestascondiciones(n=20). Los animalesquedesarrollandiabetes

sedividenentoncesendos grupos:

Un primergrupo (n = 40)al que llamaremos“grupo de ratasdiabéticas”(GD) se

mantienesin ningúntipo de tratamientoduranteel restodel experimento.

Un segundogrupo (n=40> al que llamaremos“grupo de ratasdiabéticas

tratadascon insulina” (GT>, duranteel resto del experimento,recibe diariamenteuna

dosisdeentre3 y 6 U.I. de insulina.
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Con los 40 animalesrestantes,se constituyeun tercergrupo al que llamaremos

“grupo deratascontroles”(OC) al que seinyecta,al comienzodel experimentoy por la

misma vía, el volumencorrespondientea supesode tampóncitrato a :pH 4.5 con NaCí

100 mM.

Los animalessesacrificantranscurridos15, 45, y 90 díasdespuésdel tratamiento

con STZ, de lasiguientemanera:

-A los 15 díassesacrifican12 ratasdecadauno de los tres grupos.Se les extrae

la sangrey los ojosson utilizadosparaprepararmembranasde retina.

-A los 45 días sesacrificanotras 12 ratasde cadauno de los ttesgrupos.Se les

extraela sangrey los ojos sonutilizadosparaprepararmembranasde retina.

-A los 90 díassesacrificael restode los animales,quefueron 16 del OC, 16 del

(iT y 14 del (3D, enesteúltimo grupo2 ratasmurieronduranteel experimento.

Se lesextraela sangrey susojos seutilizan de la siguientemanera:

.Los ojos de 12 ratasde cadauno de los tres gruposse utilizaron para

prepararmembranasde retina.

.Los ojos de4 ratasdel OC y del (iT y de 2 ratasdel OD secongelaron

pararealizarcorteshistológicoscon el criostato.

Los animalesa los que seinyectaSTZ y que no desarrollandiabetesseemplean,

mediantesucomparaciónconel grupocontrol, paracomprobarquela STZper seno es

la responsabledelos cambiosqueseobservanporefectode la diabetes.

3.4 METODOS ANALÍTICOS.

3.4.1 CUANTIFICACIÓN DE LA INSULINA INMUNORREACTIVA

EN EL PLASMA.

La insulina inmunorreactivapresenteen el plasma de las - ratas controles,

diabéticasy tratadasa los 15, 45 y 90 díasde la inducciónde la diabetescon STZ fue

cuantificadapor radioinmunoanálisis(Valverde y coL, 1988> por el grupo de la Dra.

IsabelValverde(Dpto. de Metabolismo,Nutrición y Hormonasde la FundaciónJiménez

Díaz, Madrid>. Las muestrasde plasma(50 pl) o de patrón de insulina de rata (0-20

ng/ml), en duplicado,semezclancon 1251-insulinaporcina(50 pg) y suero anti-insulina

48



MATERIALESYMÉTODOS

(producidoencobayaen el mencionadolaboratorio),a la dilución final de 1:100.000,en

un volumentotalde 1 ml. Los tubossemantienendurante3 díasa 4”C, tiempo en el cual

la reacciónalcanzasuequilibrio. Despuésde esteperiodo,seprocedea la separacióndel

complejo antígeno-anticuerpodel antígeno libre, mediantela absorciónde esteúltimo

por carbónactivado(3%> saturadocon dextrano(0.25%) previa adición alas muestras

patronesde50 jal deplasmahumano.Las muestrasfueronentoncescentrifugadasa 2000

xg durante10 minutosa 4”C, despuésde lo cualsedescartael sobrenadante,quedando

en el tubo el sedimentode carbóncon el péptido libre. La radiactividadabsorbidase

mide en un contadorgamma,y se calcula,pordiferenciacon el total, el porcentajede

péptidounido al anticuerpoencadamuestra.

3.4.2.ANÁLISIS INMUNOHISTOQUIMICO.

3.4.2.1 FUACIÓN E INCUBACIÓN DE LAS SECCIONES PARA ESTUDIAR

LA PRESENCIA DEL ANTIGENO RELACIONADO CON EL FACTOR VIII

DE COAGULACIÓN.

Serealizanexperimentosde inmunohistoqufinicaparadeterminarla presenciadel

antígenorelacionadocon el Factor VIII de coagulación,un marcadorde células del

endotelio vascular, en secciones de ojo adyacentes a las utilizadas en

microautonadiografía.También se analiza la presencia de dicho antígeno en el

precipitadode las distintascentrifugacionesa las que son sometidaslas membranasde

retinadurantesupreparación(ver sección3.2.4.4de Materialesy Métodos).

Los cortessedescongelanlentamente,sefijan 10 minutosen acetonay se secan

al aire 5 minutosantesde introducirlasen cloroformo20 minutos.Despuéssesecan2-3

minutos y se incubancon una gotade una disolución de peróxido de hidrógenopara

bloquearlas peroxidasasendógenas.

A continuación,selavanlas preparaciones3 vecescon tampónfosfato 0.1 M pH

7.6 y secubrenconunagotadel antisuerode conejocontrael antígenorelacionadocon

el factor VIII de coagulaciónhumano,diluido 1:200 en tampónfosfat¿0.1 M, pH 7.6,

conBSA al 1%, a25”C durante30 minutosen unacámarahúmeda.
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3.4.2.2FIJACIÓN E INCUBACIÓN DE LAS SECCIONES PARA ESTUDIAR

LA PRESENCIA Y DISTRIBUCIÓN DE LA ET-1-IR.

Serealizanexperimentosde inmunohistoqufinicaparadeterminarla presenciay la

distribución de ET-l-IR en secciones de ojo adyacentes a las utilizadas en

microautorradiograffr.Los cortessedescongelanlentamentey las seccionessefijan por

inmersiónen unasoluciónde paraformaldehídoal 4% y glutaraklehídoal 1% durante 15

minutosa 25”C. El fijadorsepreparapordisolucióndelparaformaldehfloen aguabidestilada

a 50”<2 añadiendoNaOH 10 M, gotaa gota,hastasu total disolución. Se dejaenfriar y se

tampona con fosfato (concentraciónfinal 100 mM, pH 7.4). A continuaciónse añade

glutaraldehídoal25%en cantidadsuficienteparaconseguirunaconcentraciónfinal del 1%.

Unavez fijadaslas secciones,selavanlas preparaciones3 vecescontampónfosfato0.1 M

pH 7.6 y secubrenconunagotadel antisuerode conejocontraET-1, diluido 1:400 en

tampón fosfato 0.1 M, pH 7.6, con BSA al 1%, a 25”C durante40 minutos en una

cámarahúmeda.

3.4.2.3REVELADO DE LAS SECCIONES.

El procesode reveladode las seccioneses el mismo, tanto para las secciones

incubadasconelantisuerodeconejocontrael antígenorelacionadoconel factorVIII de

coagulaciónhumanocomo parael antisuerode conejocontraET-l. Unavez terminado

el períodode incubaciónselavanlas secciones3 vecescon tampónfosfato 0.1 M pH

7.6, e inmediatamentea continuación,se revelan con el sistema de revelado “super

sensitiveimmunodetectionsystem”deBioGenex.

Este procesose realiza en cámarahúmeda,ya que es imprescindibleque las

preparacionesno sesequenen ningún momentoduranteel revelado.En primerlugarse

escurreny se secanlos portaobjetosalrededordel cortecon un paño de algodón. A

continuación,se añadeun anticuerpobiotinilado de cabracontra inmunoglobulinade

conejo, en cantidadsuficiente para cubrir el corte, y se incuba 20 minutos a 25”C.

Despuésselavanlas secciones3 vecescon tampónfosfato 0.1 M a pH 7.6 seescurreny

sesecanalrededordel corte. En un siguientepaso,seañadela enzima,una peroxidasa

conjugadaconestreptavidina,en cantidadsuficienteparacubrir el cortey se incuba20

minutosa 25”C. Se lava3 vecescon tampónfosfato 0.1 M apH 7.6 y seescurreny se
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secanlos portaobjetosalrededordel corte. Se añadea continuaciónel sustrato o

cromógeno,3,3’-diaminobencidina(DAB), en cantidadsuficienteparacubrir el cortey

semcuba20 minutosa250C. La reacciónseparalavando3 vecescon‘agua desionizada.

Seescurreny sesecanlas preparacioneshistológicas,setillen conazulde toluidina (azul

de toluidina al 0.05 % en tampónbenzoato10 mM> y sedeshidratan’con una seriede

alcoholesy xileno. Porúltimo, las preparacionessemontancon cubreobjetosparaser

fotografiadas con un fotomicroscopio. En todos los casosse realizaron controles

eliminandola incubacióndel tejido con el primer anticuerpo,y sustituyéndoloporsuero

normal de conejo. Estos controlesen ningún caso presentaroninmunorreactividad

positiva. Este tipo de experimentosse realiza por triplicado utilizando en cada

experimentoun ojo distinto decadauno de los tresgruposde animales.

Paraanalizarlos resultadosde los experimentosde inmunohistoquúnicausamos

la aplicacióninformática Leica Qwin. En cadasecciónseescogenal azary secapturan

con una cámaradigital conectadaal microscopiotrescamposdel poío .posteriordel ojo.

En cadauno semide el áreay la intensidadde la inmunotinciónencadaunade las capas

de la retinaparacompararentrelos tresgruposde ratas.

3.4.3. ENSAYOS DE UNIÓN DE LA ENDOTELINA A SUS

RECEPTORES EN LAS MEMBRANAS DE RETINA.

Los ensayosserealizaronbasándoseenel métododescritoporFernández-Durangoy

col. (1989).Pararealizarestetipo de experimentoslas preparacionesde membranasde

reúnasediluyen con tampónTris 50 mM a pH7.4 hastaconseguirunaconcentraciónde

6-8 jag de proteína/lOO ja1, y se reserva una cantidad suficiente para valorar la

concentraciónde proteínas.

La unión de ‘251-ET-l y ‘~I-ET-3 a las membranasde retinase realizatras un

períodode incubaciónde 120 minutosa250C en tampónTris SOrnM a pH 7.4 conPMSF

0.5 mM, bacitracinaal 0.3%, aprotinina0.8 mM y BSA al 0.1%, en un volumenfinal de

0.3 ml Al terminarel períodode incubaciónse detienela reacciónañadiendo1 ml de

tampónfrío Tris-HCl 50 mM conun pH 7.4 a los tubos de incubación.A continuación,

sefiltra al vacíoel contenidode los tubos sobrefiltros WhatmanGF/C que han sido

previamentesaturadosduranteal menos60 minutosen unasoluciónde polietileniminaal
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0.03%.Cadatubo selavatresvecescon 3 mi. de tampónfrío Tris 50 mM con un pH de

7.4 y después,cadafiltro directamente,con otros 3 ml del mismo tampón.Los filtros se

secandurante5 minutosy suradiactividadsemideen un contadorGammaLKE conuna

eficienciadel 75%.

3.4.3.1ENSAYOS DE SATURACIÓN.

Con este tipo de experimentossepretendecalcular la densidadde receptores

(Bmax) en las membranasde retina y la afinidad, expresadacomo la constantede

disociación(Kd>, con la que las doshormonasutilizadasseunen a sus receptores.Para

ello, distintasconcentracionesde í25I~ET~1 y ‘251-ET-3 (entre2.5 y 150 pM) seincuban

con las membranasde retina. Paracadauna de las concentracionesusadasse calcula la

unión específicade cadahormonaa sus receptores,substrayendola unión no especifica

(cantidadde hormonamarcadaunidaen presenciade ET-l o ET-3 a unaconcentración

de 0.1 pM) dela unióntotal (cantidadde hormonamarcadaunidaen aúsenciadeET-1 o

ET-3 no marcada).

Estosexperimentosserealizaronpor cuadriplicadocon membranasde cadauno

de los gruposde animalesy paracadatiempo de tratamiento(15,45, y 90 días>. Dentro

de cadaexperimentocadadeterminaciónserealizó porduplicado.Los resultadosdeeste

tipo de experimentosfueron analizadoscon los programasinfonnáticos EBDA y

LIGAN?D paraobtenerlos valoresde Kd y Bmax.

3.4.3.2ENSAYOS DE COMPETICIÓN PARA CALCULAR EL PORCENTAJE

DE RECEPTORES TIPO A (ETA) Y TIPO B (ETB) DE ENDOTELINA.

Conestetipo deexperimentossepretendecalcularel porcentajede receptoresde

endotelinapresentesen las membranasde retina que sonde tipo A (ETA) y de tipo B

(Efl). Paraello seincubanlas preparacionesde membranasde retinácon ‘251-ET-1 a

una concentraciónde 40 pM y la unión específica(la unión total menosla unión no

especffica,calculadacomo la uniónen presenciade ET-1 0.ljaM) senormalizacomo un

100 % de receptoresde ET-l (ETA + Efl). Simultáneamenteserealizanestudiosde

unión de 1~I-ET-1 en presenciade Sarafotoxina6c (56c) a una concehtración0.1 jaM,

parabloquearlos receptoresETB, o en presenciadeBQ123 a una concentraciónljaM,
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parabloquearlos receptoresETA. A partirde la uniónespecíficaen presenciadeBQ123

se calcula el porcentajede receptoresA (la unión especificaen ausenciade BQ123

menosla uniónespecíficaen presenciadeesteanálogoexpresadacomoporcentajede la

uniónespecíficatotal>.

(Unión específicaenausenciadeBQ123 - Unión específicaenpresenciade BQ123)

% ETA- y tao

UniónespecíficaenausenciadeBQ1Z3 -

A partir de la unión específicaen presenciade 56c secailcula el porcentajede

receptoresde tipo B (la unión especificaen ausenciade S6cmenosla unión especfficaen

presenciadeesteanálogoexpresadacomoporcentajede la unión especificatotal).

(Unión específicaen ausenciadeS6c- Unión específicaenpresenciade56C)

%ETB- Y loo

Unión específicaen ausenciadeS6c

El mismo tipo de experimentos se realiza utilizando ‘~I-ET-3 a una

concentraciónde40 pM.

Estosexperimentosserealizaronporcuadriplicadoen membranasde cadauno de

los gruposde animalesy paracadatiempo de tratamiento.Dentro decadaexperimento

cadadeterminaciónserealizóporduplicado.

3.4.4 EXPERIMENTOS DE UNIÓN COVALENTE DE AFINIDAD

(CROSS-LINKING) DE ‘21-ET-1 Y 1251-ET-3 A LAS MEMBRANAS

DE RETINA.

El métodode unión covalentede afinidadsebasaen el descritoparareceptoresde

insulinaporMassaguéy col. (1985).Estosexperimentosserealizanen las preparacionesde

membranasde retina de los tres gruposde ratasa los 90 días de la inducciónde la diabetes

con 517. Se incubanlas preparacionesde membranasde reúna(45 jag de proteínas/lOOjal)

con ‘~I-ET-1 o ‘~I-ET-3 a unaconcentraciónde40 pM , en presenciao ausenciadeET-l y

ET-3no marcadas,en un volumentotalde 3001.11detampónTris 50 mM pH 7.4,conPMSF
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0.5 mM, aprotinina0.8 mM, bacitracinaal0.3%,y BSA al0.1%.Despuésde 120 minutos

de incubacióna250C, secentrifligael medio de incubacióndurante15 minutosa30.000xg a

40C. El precipitadoseresuspendeen tampónHEPES10 mM pH 7.4 con PMSF 0.5 mM,

aprotinina0.8 mM, bacitracinaal 0.3%,y BSA al 0.1%. El procesode centrifugaciónse

repiteotrasdosvecesen las mismascondicionesy al final, el precipitadocon las membranas

de reúna,seresuspendeen 300 pl de tampónHEPES 10 mM pH 7.4. Estoslavadosde las

membranasy el cambio de tampón son necesariosparaeliminar todas las sustanciasque

pudierandarunareacciónindeseadacon el disuccinimidil suberato(DSS> que se empleaa

continuación.A la suspensiónde membranasresultantede esteproceso,sele añaden2 pl de

una disolución de DSS disuelto en dimetilsulfósido (DMSO> (2,8 mg/ml en DM50) para

conseguirunaconcentraciónfinal de 0.5 mM de DSS, y se incuba durante15 minutosen

agitaciónconstantey a temperaturaambiente,para unir covalentementelas hormonas

marcadasasusreceptorespor laaccióndel DSS.La reacciónseparaporadiciónde 30 pl de

acetatoamónico2 M paraneutralizarel DSS no consumidoen la reaccióny, acontinuación,

secentrifiaga a 30.000 xg durante15 minutos a 40C. El precipitadose resuspendeen el

“tampóndemuestra”(Tris-HCl 62.5 mM, sodio dodecilsulfato(SDS) al2.05%, sacarosa

0.58M,yazuldebromofenolal 0.02%),aunaconcentraciónde 0.5 mg deproteína/mlpara

realizar la electroforesis. Las muestras disueltas en el “tampón ‘de muestra” se

desnaturalizansometiéndolasaebullición durante4 minutos.

3.4.5ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

La electroforesisserealizasiguiendoel métododescritopor Laemmiy col (1970).

Parallevar a cabo la electroforesissecargan10 ja1 (aproximadamenteSpgde proteína>de

cadamuestra,solubilizadaen SDS y desnaturalizada,enlos pocillosdelgelde poliacri]amida.

En cadagel sereservaun poci]lo paracoaerunamezclade proteínasde pesomolecular

conocido,disueltasen el mismo tampón que la muestra,que son: mioÉina (200.000),13-

galactosidasade E.coli (116.250),fosforilasab de músculode conejo(97.400),albúminade

suerobovino (66.200>, ovoalbúmina(45.000> y la anhidrasacarbónica-bovina (31.000),

cargándose5 gg deproteínatotalporpocillo.

Unavezquelos gelessedispusieronen la cubetadeelectroforesis,éstasellenaconel

“tampóndeelectroforesis”(Tris base50 mM apH 8,3, con glicinaal 1,45%,y SDS al 1%> y
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seaplicaun voltajeconstantede 125 V y un gradientedecorrientede 30 a’ 10 mA durantelh

y 45 mm,tiempoquetardaen llegar el frentede azulde bromofenolal final del geL Entonces

los gelesseseparandesusoporte, sefijan y setiñensimultáneamente,medianteinmersiónen

la “solución tinte” (etanolal 40%,a. acéticoal 10% y azuldeCoomasieal 0,1%>durante15

mm. Sequitael excesodetinte a los gelescon aguadestiladay sedestiñencon “la solución

desteñidora”(etanol 10% y ácido acéticoal7,5%)durantetodala noche.A continuación,se

ponenen un bailo conla “soluciónequilibrante”(etanolal 45%y glicerol al 5%) durante30

minutos en agitación, para darles consistencia.Por iMtimo, los geles se colocan en un

extendedorentredoshojasde celo~nhumedecidasenla soluciónequilibrantehastaqueestán

totalmentesecos.Los gelesasí procesadosse autorradiografunmediantéla exposiciónde

una películade rayosX en un chasiscon placa amplificadoradurante7 d~s a -7mC. Las

autorradiogra~ssedigitalizancon un densitómetroLKB ImageMastery seanalizancon el

programainformáticoImageMaster paraestimar el pesomolecularde las bandasy su

densidadóptica. Serealizantresexperimentossimilarese independientes.

3.4.6.MICROAUTORRÁDIOGRAFÍA.

Estosexperimentossebasanen el métododescritopor Rípodasy coL (1998) y se

realizancon el objeto de localizar los receptoresde endotelinaen las distintascapasde la

retinaen los tresgruposderatasa los 90 díastras la inducciónde la diabetes.Se realizantres

experimentosindependientes,utilizandoencadauno, un ojo diferentede cadagrupode ratas.

Dentrode cadaexperimentotodaslasdeterminacionessehacenporduplicado.

3.4.6.1INCUBACION DE LAS SECCIONES DE LOS OJOS.

Las condicionesen las que se llevaron a cabo los experimentos(r, concentración

iónica, tiempode incubacióny preincubación>seencontraronde unaformaempínca,y están

basadosen estudiosde unión de radioligandos,en los que se buscaconseguiruna unión

especfficaadecuada,con un mínimo porcentajede unión no específica(Herkenhamy coL,

1982;Kuhar, 1985; Millan y coL, 1986)

Las seccionesde los ojos obtenidascon el criostatosedescongelanlentamentehasta

250<2. A continuación,se preincuban,a estamismatemperatura,en tampónTris SOmM, pH
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7.4, quecontieneNaCí 100 mM, bacitracinaal 0.3% y BSA al 1%, durante15 minutos.Una

vez concluidala preincubación,se secanrápidamentelos portaobjetosalrededordel corte

histológico y se colocan en posiciónhorizontalen una cámarahúmeda,evitando que la

secciónlleguea secarse.En un siguientepaso,se incubanlos cortes histológicosdurante60

minutosa250(2,cubriéndoloscon unagotade tampónTris 50mM a pH 7.4 conPMSF0.5

mM, bacitracinaal 0.3%, aprotinina0.8 mM y BSA al 0.1%, que lleva en disolución la

hormonamarcada(1251-ET-1 o ‘251-ET-3) a unaconcentraciónde40 pM y, en su caso,

las hormonasno marcadas:ET-l (0.1
1.tM), ET-3 (0.1 pM), 56c (0.1 pM) o BQ123 (1

gM), paradeterminarla unión no especifica,o la presenciadelos dos tij,osde receptores

de endotelina.Al concluir el periodo de incubación,selavan los portaobjetostres vecesa
40<2 durante20 minutoscon tampónTris 5OmM, pH 7.4, que contieneNaCí 100 mM,

bacitracinaal 0.3%y BSA al 1%. Enúltimo lugar,sesumergendurante10 segundosenagua

bidestiladaa40(2,antesdeprocedera la fijación de los corteshistológicos.

3.4.6.2FIJACIÓNDELAS SECCIONES.

Las seccionesse fijan por inmersión en una solución de paraformaldehídoal 4% y

glutaraldeltoal 1% durante1 horaa 40<2. Después,se lavancon tampónfosfato 100 mM,

pH 7.4, y posteriormentecon aguabidestilada,sedejansecary seguardanen cajas,a4V,

hastasuinmersiónen emulsiónfotográfica.

3.4.6.3 INMERSIÓN DE LOS CORTES HISTOLÓGICOS EN EMULSIÓN

FOTOGRÁFICA.

En una cámaraoscuracon luz de seguridad(una lampande 15 w bajo un filtro

Kodakni), la emulsiónfotográficaLMl sediluye con glicerol al 1% en unaproporción1:1,

secalientaa 430<2 y semantieneaesatemperaturaen un baño.Entonce~,los portaobjetos

precalentadosa430(2 enunaplacacaliente,sesumergenverticalmentedurante5 segundosen

la emulsión.A continuación,sesacanlos portaobjetosde la emulsióny sedejanescurriren

posiciónverticalsobrematerialabsorbentedurante2-3 minutos,paraluegocolocarlossobre

unaplacafría a40(2 hastaquesesecantotalmente.Porúltimo, los portaobjetosseguardan

durante6-8 díasa 4V en cajasopacas,que contienengel de silice como desecante,parasu

exposición.Una vez concluido el periodo de exposiciónde la emulsión fotográfica, los
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portaobjetosserevelanen oscuridadcon líquido reveladorKodakD-19 durante5 minutos a

2ffC, sefijan con el fijador Hypam diluido 1:4 durante 15 minutos y se lavan con agua

corrientedurante20 minutos. El tiempo de exposiciónsedeterminaen cadaexperimento

reservandoseccionesque sonreveladastras diferentesperiodosde tiempo, panconseguir

unadensidadde granosde plataadecuada.

14.6.4ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS DE LA MICROAUTORRADIOGRAFÍA

Las seccionesseobservancon un microscopiocon condensadordecampooscuro

y sefotografía,conpelículade 36 mm en blancoy negro (100ASA), la zonaadyacente

al nervioóptico en cadaunade las retinas.Las condicionesde iluminación (posicióndel

condensadore intensidad luminosa) fueron las mismas para todas ‘las secciones.A

continuación,setiñen las seccionesconazulde toluidina (azulde toluidinaal 0.05 % en

tampón benzoato 10 mM>, se deshidratan,pasándolospor una serie de alcoholesy

xileno, y se montanlos portaobjetoscon cubreobjetos.Una vez teñidos los cortes, se

fotogra~n con el condensadorde campoclaro los mismos campos.que habíansido

fotografiadosencampooscuro,parasuposteriorcomparación.

Los negativosde las fotografíastomadascon el condensadordecampooscurose

digitalizan y analizanparadeterminarla densidadópticadebidaa los granosde plata en

las distintascapasde la retina. Para ello, semide la densidadópticasobreunalíneaque

atraviesaperpendicularmentea la retina, en una zonarepresentativade cadaunade las

secciones,con el programainformático de densitometríaImage Master. Este tipo de

análisisse realizaen todos los cortesde los tres experimentosrealizadospor separado,

parapodercompararlos resultados.

3.4.7.CUANTIFICACIÓN DE LA ET-1-IR EN EL PLASMA.

3.4.7.1EXTRACCIÓN DE LA ET-1 INMUNORREACTIVA.

Los péptidosfueron extrailos segúnel método usadopara el PAN plasmático

(Gutkoswkay coL, 1987>. Se utiliza un volumen de 1.5 ml de plasmad~ cadaunade las

ratas de cadagrupo y de cadatiempo de tratamiento. Se extrae la - ET- 1 utilizando

columnasSep-Pak<2-18quefueronpreviamenteactivadascon 8 ml deacetonitrilopuro

y a continuacióncon8 ml deacetatoamónicoal2%apH 4.0. El plasmaseaplicaen las
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columnasque selavancon 5 ml de acetatoamónicoal 2% apH 4.0, la ET-l absorbida

en la columnaseeluyecon3 ml de acetonitriloal 60 % en acetatoamónicoal0.2%apH

4.0. El disolvente orgánico se evaporabajo una corriente de gas nitrógeno y a

continuaciónlos eluidosseliofilizan y seguardana ~20oC.

3.4.7.2RADIOINMUNOANÁLISIS DE ET-1.

Este método está basado en la técnica de radioinmunoanálisisdescrito por

Gutkowska y coL (1987). El residuo liofilizado se resuspendecon el tampón de

radioinmunoanálisis(RIA> (tampónfosfato 0.1 M a pH 7.4 con NaCí al 0.3%, BSA al

0.1% y Tritón-X-100 al 0.1%). La ET-l-IR secuantifica usandoantisuerode conejo

anti-ET-1 con una dilución final de 1:90.000.Se usa‘251-ET-l como marcadory como

hormonapatrónseutiliza ET-l comercial.El antisueroreaccionacon un 100%de la ET-

1, y tieneunareaccióncruzadadel 7% con la ET-2,del 7% conla ET-3, del 35%con la

“Big-ET-1”porcina, del 17% con la “Big-ET-l” humanay no presentareaccióncruzada

con otros péptidosno relacionadoscomo la somatostatina,B-endortina,angiotensina,

vasopresina,o PAN.

El radioinmunoanálisissecomienzaincubando100 pl de las muestraso de la ET-

1 estándarcon 100 pl del antisuerodurante48 horasa 4O<2~ A continuación, se añade

‘251-ET-1 aunaconcentraciónfinal de 6 pM y seincubaduranteotras24 horasa 40(2• El

complejo hormonamarcada-anticuerpose separade la hormonamarcadalibre con la

adición de 100 pl de un antisuerode cabraanti-gammaglobulinadeconejo diluido 1:20

más100 pl desueronormaldeconejodiluido 1:50. Despuésde 2 horasde incubacióna

250<2, seañade1 ml de polietilenglicol 8.000 diluido al 6.25% enaguabidestiladay se

centrifuga los tubos a 900 xg durante20 minutos. El sobrenadantese elimina por

aspiración,y la radiactividaddel precipitadosemide en un contador‘gamma LKB. La

sensibilidaddel PSA esde 0.12 finol/tubo. El 50% de intercepciónesde 2.7 fmol/tubo.

La variacióninterensayoesdel 15%, y la intraensayodel 12%. La recuperaciónde 1.5 y

3 finol de ET-l añadidosal plasmadurantela extracciónen las columnases del 78 ±

4.2% (n=10).
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3.5 ANÁLISIS DE LOS DATOS.

El cálculo de la Kd y la Bmax a partir de los resultadosobtenidosen los ensayos

de saturación,fueron halladosmedianteun análisisde regresiónno lineal utilizando los

programasEBDA y LJGAND. El estudio estadísticose realiza con un ordenador

personalmedianteel programainfonnáticoSPSSparaWindows,versión6.0. En primer

lugar, se realizó un análisis descriptivo de los datos,calculandoalgunos parámetros

estadísticosresumende los mismos (valor máximo, valor mfriimo, media, desviación

típica,errorestándaretc.>.Paralacomparacióndemediasseutiliza, trasla aplicacióndel

test de Leveneparala igualdadde varianzas,un análisisde varianzade una vía seguido

del testdeBonferroni.
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4. RESULTADOS
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4.1. PARÁMETROS METABÓLICOS Y BIOQUIMICOS.

4.1.1PESO CORPORAL.

Las curvasquerepresentanlaevolucióndelpesocorporalen los tres gruposde ratasse

muestranen la Fig.9. En el grupo de ratasdiabéticastratadascon insulina (GT), el peso

corporalaumentacon la edadde forma paralelaa como lo haceen el grupo control (GC),

aunquea partir de la sextasemana,contadadesdeel comienzodel experimento,las ratasdel

GT tienenun pesoligeramenteinferior a las del GC. Sin embargo,los animalesdel grupode

ratasdiabéticas(<3D> no aumentansu peso significativamentedurantetodo el periodo de

tiempoqueabarcaelexperimento.

EVOLUCIÓN DEL PESO
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flg. 9.- Evolucióndel pesoduranteelexperimento,enlos animalesdel CC (O), del GD (A) y del
GT (Cs). Los valorescorrespondena lamedia±SEM del pesodetodoslosindividuos decadagrupo.
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4.1.2GLUCEMIA.

En la Fig. 10 se muestranlos valoresmediosde la glucemiaen los tres gruposde ratas

duranteel tiempo que abarcael experimento.La glucemiade las ratasdel GD seencuentra

elevadasignificativamente,en relación con los valores del OC, desdelas 48 horas del

tratamientocon STZ, y se mantienealta durantetodo el experimento.En las ratasdel GT

debido al tratamientocon insulina, la glucemiasemantieneen valorespróximos a la de los

animalesdel OC, aunquese observanligeras fluctuacionesde la glucemia, especialmente

durantelos 15 primerosdíasde tratamiento,que seproducenhastaque se ajustala dosisde

insulinaadecuadaa cadaanimal.

EVOLUCIÓN DE LA GLUCEMIA
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Fig 10.-Evolucióndela glucemiaduranteel experimentoen los animalesde] CC (•), del CD (A) y

del CT (t). Los valorescorrespondena la media±SEM dela glucemiade todoslos individuos de
cadagrupo.
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4.1.3 INSULINA INMUNORREACTIVA.

El tratamientocon STZ provocaen las ratasla incapacidadde producir insulinaen el

páncreas,debido a la destrucciónde las células 13 de los islotes de Langerhans,como

demuestrala bajaconcentraciónde insulina-IR en el plasmade las ratasdel <3D (Fig. 11), que

es significativamentedistinta a la presenteen el <3<2 a los tres tiemposestudiados(P’c0.0l).

Debidoa la inyeccióndiaria de insulina, en el (IT la concentraciónde insulina-IR essimilar a la

del <3(2, sin queexistaentreambosgruposunadiferenciasignificativa en ningunode los tres

tiemposestudiados.
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Fig. 11.-Insulinainmunorreactivaen el plasmade los animalesdel CC (@), del (3D (A) y del 01
(t) a los 15, 45 y 90 días de la inducción de la diabetes,a) diferenciasignificativa (pc 0.01)
respectodelCC, b) diferenciasignificativa(p.c 0.01)respectodelCl.
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4.2. ANÁLISIS INMUNOmSTOQUÍMICO DE LAS

SECCIONES DE OJO Y DEL PRECIPITADO DE

MEMBRANAS.

4.2.1.ANALISIS DE LAS SECCIONES DE OJO.

4.2.1.1DISTRIBUCIÓN DE LA ET-1-IR.

En la Fig. 12 se muestranlos resultadosde la incubaciónde’ las seccionesde ojos,

procedentesde los tres gruposde ratasa los 90 díasde la inducciónde la diabetescon STZ,

conelantisuerode conejocontraET-l. En las seccionescorrespondientesal GC (Fig. 12 A),

las capasen que sedetectauna mayor inmunorreactividadson la capade célulasganglionares

((2(2<3) y la capade núcleosinterna(CNI) de la retina y la coroides.En comparacióncon el

CC, en el CD (Fig. 12 E> la señalesmás intensaen las tres capasmencionadas,y ademáses

abundantela inmunotinciónen la capadeconosy bastones(<2CB), capaen la que apenasse

observaseñalen el <3<2. En el GT (Fig. 12 (2) la distribución e intensidadde la señalde la ET-

1-IR es similar a la del <3<2, a excepción de lo que ocurre en la CCB, en la que la

mmunorreactividadesclaramentemásintensaqueen el CC.

4.2.1.2 DISTRIBUCIÓN DEL ANTÍGENO RELACIONADO CÓN EL FACTOR VIII

DE COAGULACIÓN.

En la Fig. 12 se muestranlos resultadosde la incubaciónde las seccionesde ojos

procedentesde los tres gruposde ratas,a los 90 díasde la inducciónde la diabetescon STZ,

con el antisuerode conejocontrael antígenorelacionadocon el factor VIII de coagulación

humano.Puedeobservarsela existenciade inmunorreactividaden la CCC, entrelas dos capas

de núcleosde la retina (CNE y CNI> y en la coroides,en las seccionesde los tres gruposde

animales.No seapreciandiferenciassignificativasen la intensidady la distribuciónde la señal

entrelos tresgruposde animales.

Cuandolas seccionesseincubaroncon sueronormalde conejo,en vez de en presencia

del antisuerodeconejo,las seccionesquedaronlibres dela inmunotinción.

64



Ftg. 12.- Localización ininunohistoquñnicade la ET-l-IR (A-C) y del factor-VIII-IR (D-L) en las
seccionesdeojo (A-F) y en elprimer ((3-1) y segundo(J-L) precipitadode lapreparacióndemembranas
procedentesde ratas del CC (A,D,G,J), del (3D (B,E,H,K), y del CT (C,F,I,L) a los 90 días de la
inducciónde ladiabetes.Las seccionesfueron incubadascon elantisuerode conejocontrael antígeno
relacionadocon el factor VIII de coagulaciónhumanoo con el antisuerode conejo contra ET-1,
reveladascon inniunoperoxidasay DAB, y teñidascon azul de toluidina. (E esclerótica,C coroides,
CCB capade conosy bastones,CNE capadenúcleosexterna,CNI capade núcleosinterna, CPI capa
plexiformeinterna,CCC capadecélulasganglionares.(SOX).
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4.2.2ANÁLISIS DE LAS SECCIONES DE LOS PRECIPITADOS DE LAS

PREPARACIONES DE MEMBRANAS DE RETINA.

El análisis inmunohistoqulmicode los precipitadosobtenidosdurantela preparaciónde

membranas(Fig. 12) muestraque el precipitadoobtenidoen la primeracentrifugaciónde la

preparación de las membranasde retinas (primer precipitado), presenta una elevada

inmunorreactividadfrenteal antisuerocontrael factor VIII de coagulaciónhumano,mientras

que el precipitadoobtenidocon la segundacentrifugaciónde la suspensiónde membranasde

retina (segundoprecipitado), apenases mmunorreactivo.Estos resultadosindican que la

primeracentrifugacióna que essometido el homogeneizadode las retinas,elimina la mayor

partede los vasosde la suspensiónde membranasen los tresgruposderatas.

4.3. ENSAYOS DE UNIÓN DE LA ENDOTELINA A SUS

RECEPTORES EN LAS MEMBRANAS DE RETINA.

En los tres gruposde ratasy paralos tres tiemposestudiados,la unión de ‘25I-ET-l y

125I-ET-3 a las membranasde retina aumentaproporcionalmentecon el incrementode la

concentraciónde proteínasen el medio de incubación,en el rangode 5 a 50 pg de proteína.

Estaunión esespecífica,ya queesdesplazadaporET-l o ET-3 (0.1 pM), y sin embargootros

péptidoscomosomatostatina,PAN, o insulina no afectanadichaunión..La unión no específica

en estosensayos,la que no esdesplazableporET-1 o ET-3, fue en todos los casosinferior al

10%de la unión total.

4.3.1 ENSAYOS DE SATURACIÓN.

Estosensayosserealizanparacalcularla afmidady la densidadde los sitios de unión

parala ‘25I-ET-1 y ‘25I-ET-3 en las membranasde la retina neuralde los tres gruposde ratas,a

los tres tiemposestudiados.
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En estudiosprevios (de Juany coL, 1993 y 1995) hemosdemostradoque, en la retina

neuralde ratasnormales,estánpresentesdos tipos de receptoresparalas ETs, el receptor

ETA, conmayorafinidadpor la ET-l queporET-3 y el receptorETB, con igual afinidad por

ET-1 y ET-3. Así mismo, hemos podido comprobarque, debido a la concentraciónde

hormonamarcadaqueseusaen estosexperimentos(hastaun máximode 150 pM), la unión de
125 I-ET-3 a los receptoresETA esprácticamentedespreciable,por causade la bajaafinidad

que estahormonatienepor los receptoresETA (la Kd de la ET-3 por el receptorETA está

entre 10 y 100 nM). Por tanto los receptoresque seponende manifiestoen los ensayosde

saturaciónusando125 I-ET-3 son receptores,en su prácticatotalidad, Efl, mientrasque los

detectadosusando‘25I-ET- 1 correspondenala sumade los receptoresETA y ETB.

Al aplicar la transformaciónde Scatchard(Scatchard,1949) a los resultadosde los

ensayosde saturaciónutilizando “51-ET-1 y ‘251-ET-3, obtenemoslas rectascuya pendiente

representala constantede disociación(1(d), y cuyo punto de corte con el eje de las abeisas

representala densidadde receptores(Bmax). Ambos parámetrosseobtienenen unidadespM,

y en el caso de la Bmax las unidadesson transformadasa finol/mg de proteínaparapoder

compararlos valoresentredistintosensayos.

La Fig. 13 muestralas curvas de saturación(gráficaspequeñas>y las correspondientes

transformacionesde Scartchard(gráficasgrandes)utilizando ‘251-ET-1 (columna izquierda)y

‘251-ET-3 (columnaderecha)en un experimentorepresentativocon membranasde retina de

cadauno de los gruposderatasa los 15 (A y B), 45 (C y D) y 90 (E y e díasde la inducción

de la diabetes.

El análisisde los resultados,utilizando los programasinformáticosEBDA y LIGAND,

decuatroexperimentosindependientesy similaresal anteriorindicaronla presenciade unasola

clasede sitios de unión paraambashormonasmarcadas,puestoque el coeficientede Hill, que

representael ajustede los puntosa una línea rectano fue significativamentedistinto de 1 en

ningúncaso. El análisisestadístico(comparaciónde mediasmedianteuh análisis de varianzade

unavía seguidodel testde Bonferroni) de los resultadosde los experimentosde saturación(Tabla

1), demuestraque los valoresde Kd de la ‘251-ET- 1 no son significativamentediferentes,tanto

entrelos tresgruposde ratasparacadatiempoestudiado,comodentrode cadagrupoen cada

uno de trestiemposestudiados,lo queindicaqueentodos los gruposde animales,la afinidaddela

1251-ET-l por sus sitios de unión, es la misma. De igual manera, tampocoexisten diferencias

significativasentrelos valoresdeKd parala ‘251-ET-3, ni entregrupos,ni dentrodecadagrupo,a

los trestiemposestudiados.
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TABLA 1. RESULTADOSDE LOS EXPERIMENTOS DE SATURACIÓN.

GRUPOEXPERIMENTAL ‘251-ET-l ‘251-ET-3
Kd Rmax Kd Bmax

GRUPOCONTROL(GC)
15 DíAS DE TRATAMIENTO

61±12 Ii 98±15 57±l’0 1106±5.7

47±13 1119±24 > 52±8
65±16 1175±15 66±8 1110±7.8

45 DíAS DETRATAMIENTO

GRUPODIABÉTICO (GD)
GRUPOTRATADO (GT)

GRUPOCONTROL (GC) 61±8 1150±35 44±6 1 98±13
49±6 ¡ 143±21 46±9 j 120±1<GRUPODIABÉTIC (GD)

GRUPOTRATADO (GT) 48±5 1164±26 56±6 1113±16
90 DÍAS DETRATAMIENTO

63±3 1131±1< 41±3
51±4 1141±25 40±4 llo±

2Oa)b)
57±3 1171±21 52±6

GRUPOCONTROL (GC)
GRUPODIABÉTICO (GD)
GRUPOTRATADO (GT)

Tabla1.- Valoresde Kd (pM) y Bmax (Vmd/mgde proteína)obtenidosapartirdecuatroexperimentos
de saturaciónindependientesutilizando ¡25 I-ET-I y 125 I-ET-3 y membranasde retina de los tres
gruposde ratasa los 15, 45 y 90 díasde la inducciónde ladiabetes.Los datos son lamedia±SEM
(n—4) o) diferencia significativa (pcO.05) respecto del OC para un mismo tiempo. b) diferencia
significativa (pc0.05) respectodel 01 para un mismo tiempo, c) diferencia significativa (p<O.OS)
respectodelos15 díasdela induccióndela diabetesdentrodel mismogrupode animales,d) diferencia
significativa (p~cO.05)respectode los45 díasde la induccióndela diabetesdentrodel mismogrupode
animales.

Porel contrario,existendiferenciassignificativasen la Bmaxde la 125 I-ET- 1 y la
1251-ET-3

entrelos distintosgruposde animales,por lo que, parauna mejorobservacióny estudiosehan

representadográficamenteestos valores (de la Tabla 1) en relación con el tiempo de

tratamientode las ratas(Fig. 14).

En la Fig. 14A puedeobservarseque, al compararentrelos tresgruposde ratasparaun

mismotiempo,seobservaquela Bmaxpara¶25 I-ET- 1:

1) a los 15 días,en el GD, essignificativamentemenorque en el GC.

2) a los 45 y 90 díasno existendiferenciassignificativasentrelos tresgiuposdeanimales.

En lamismaFig. 14A, en relacióncon el tiempo,el valor de Bmaxpara‘251-ET-1:

1) en el GC disminuyecon la edad,siendosignificativamentemayoren las ratasde 15 díasque

en las de90 días.

2) en el OD tiende a aumentarcon la duración de la diabetes,aunqueno existendiferencias

significativasentrelos trestiemposestudiados.

3) enelGT no hayvariacionesentrelos trestiemposestudiados.
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Fig. 14.-Representacióngráficadelos valoresde Bmax (flnol/mg deproteína)obtenidosa partirde los
resultadosde los experimentosde saturación(Tabla 1) utilizando ‘~ I-ET-1 (gráfica A) y 125 J~gf..3
(gráficaB) conmembranasdereúnadelos animalesdel OC (@),delOD (A) y del 01 (t) a los 15,
45 y 90 días de la inducción de la diabetes.Las barras verticales representanla SEM de cada
determinación,~>diferenciasignificativa(p.cO.OS)respectodel OC paraun mismo tiempo, b> diferencia
significativa (p.cO.05) respectodel GT para un mismo tiempo, O) diferenciasignificativa (p<O.OS)
respectodelos 15 díasde la inducciónde la diabetesdentrodelmismogrupodeanimales,d> diferencia
significativa (p.cO.O5)respectode los 45 díasde la inducciónde la diabetesdentrodelmismogrupode
animales(n=4).
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En la misma Fig. 14B, en relaciónconel tiempo,el valor de Bmaxpara‘251-ET-3:

1) en el OCy el GTdisminuyecon el tiempo, siendo significativamente mayor a los 15 y a los

45 días que a los 90 días en ambosgrupos.

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

días.

4.3.2 ENSAYOS DE COMPETICIÓN PARA CALCULAR EL

PORCENTAJE DE RECEPTORES TIPO A (ETA) Y TIPO B (ETB) DE

ENDOTELINA.

Los resultadosobtenidosen estosexperimentosaparecenreflejadosen la TablaII, en la

que semuestranlos porcentajesde receptoresETA y ETB calculadosusandolos análogos

especificosBQ123 (antagonistadel receptorETA) y S6c (agonistadel receptorETB) en los

tresgruposde ratasparalos trestiemposestudiados.

TABLA II. RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS DE
DESPLAZAMIENTO UTILIZANDO LOS ANALOGOS 56C Y BQ123.

GRUPOEXPERIMENTAL USANDOBQ123 USANDOS6C
%ETA %ETB %ETA %ETB

15 DíAS DETRATAMIENTO
RATAS CONTROLES(OC) 36±10 64±10 39±7 61±7
RATAS DIABÉTICAS (OD) 41±11 59±11
RATAS TRATADAS (GT) 31±15 69±15 36±6 64±6

45 DIAS DETRATAMIENTO
RATAS CONTROLES(OC) 53±9 47±9 34±7 66±7
RATASDIABÉTICAS (OD) 36±3 64±3 36±3 64±3

RATASTRATADAS(GT) 36±4 64±4 39±5 61±5
90 DIIAS DE TRATAMIENTO

RATAS CONTROLES(OC) 49±4 51±4 51±3 49±3
RATAS DIABÉTICAS (OD) 2s±r)b)c>

75±2a)b>c) 31±3a)c) 69±30)e)
RATAS TRATADAS (GT) 37±4 63±4 53±6 47±6

Tabla II.- Porcentaje de receptores tipo A (ETA) y tipo B (ETh) obtenidosa partir de cuatro
experimentosdecompeticiónrealizadosdeformaindependienteutilizando‘“I-ET-1 y membranasde
reúnadelos tres gruposderatasa los 15, 45 y 90 díasdela inducción dela diabetes,en presenciade
los análogosespecíficosBQ123y Sóc. Los datosson la media±SEM (n—4). > diferenciasignificativa
(p<cO.05)respectodel GC paraun mismotiempo, b> diferenciasignificativa (p<0.OS)respectodel GT
para un mismo tiempo, e) diferencia significativa (p.cO.05) respecto de los 15 días de la inducción de
la diabetes dentro del mismo grupo de animales, d) diferencia significativa (pcO.O5) respecto de los 45
días de la inducción de la diabetes dentro del mismo grupo de animales.
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Puedeobservarseque, en cada grupo de animales, el porcentajede receptores

calculadoa partir de los experimentosrealizadoscon uno de los análogos,es similar al

calculado utilizando el otro análogo. Por otra parte, cuando se suma el porcentaje de

receptoresETA calculadoutilizando uno de los análogosy el porcentajede receptoresETB

calculadoutilizando el otro análogo,el resultadono es, en ningún caso,significativamente

distinto de 100.

En la Mg. 15, utilizando los valores de la Tabla II, se representa gráficamente la proporción de

receptoresETA y ETB calculadausandolos análogosBQ123 y S6c, respectivamente.En la

Mg. lSA puedeobservarseque, al compararentrelos diferentesgruposparaun mismotiempo,se

observaque la proporcióndereceptoresETA:

1) a los 15 y a los 45 días no existen diferencias significativas entre los tres grupos de

animales.

2) a los 90 díasessignificativamentemenorenelGD que en el GC.

En la misma Fig. 15A, en relación con el tiempo de tratamiento, la proporciónde

receptoresETA:

1) en elGC tiendea aumentar,aunqueno existendiferenciassignificativas.

2) en elOD disminuye,y essignificativámentemayora los 15 quea los 90 días.

3) en elGT tiendeaaumentar,aunqueno existendiferenciassignificativas.

En la Fig. 15B puedeobservarseque, al compararentrelos diferentes:gruposparaun mismo

tiempo,seobservaquela proporciónde receptoresETB:

1) a los 15 y a los 45 díasno aparecendiferenciassignificativasentrelos tres grupos.

2) a los 90 días,en el GD, essignificativamentemayor queen el GC.

En la misma Fig. ISB, en relación con el tiempo de tratami9nto, la proporción de

receptoresETB:

1) en el GC y en el GT tiende a disminuir, aunqueno existeuna diferenciasignificativa entre

los trestiemposestudiadosen ambosgrupos.

2) en el OD aumenta,y essignificativamentemenora los 15 díasque a los 90 días.

En experimentosde competición,similaresa los descritosen los. párrafosanteriores,en

los que se utilizó ¶25 I-ET-3, el 56c desplazatotalmentela unión especificade la hormona,

mientrasqueel BQ123 no afectaa dichaunión.
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Hg. 15.-Representacióngráficade los porcentajesdereceptoresETA (gráfica A) y ETB (gráficaB)
obtenidosa partirde los experimentosde competición(Tabla II) utilizando “5 I-ET- 1 y membranasde
reúnadelos animalesdel OC (•), del OD (A) y del GT (~) a los 15, 45 y 90 díasdela inducciónde
la diabetes,en presenciadelos análogosespecíficosBQ123y Sác.Lasbarrasverticalesrepresentanla
SEMde cadadeterminación.> diferenciasignificativa(p.cO.05)respectodelOC paraun mismotiempo,
b) diferenciasignificativa(p<0.05) respectodel GT paraun mismo tiempo, C> diferenciasignificativa
(p’c0.05)respectode los 15 díasde la inducciónde la diabetesdentrodel mismogrupodeanimales,d)

diferenciasignificativa (p.cO.05)respectode los 45 díasde lainduccióndela diabetesdentrodelmismo
grupodeanimales(n=4).
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Los ensayosde unión de las ETs a sus receptoresen las membranasde retina

demuestranqueexistendos poblacionesde receptoresde alta afinidad paraestashormonasen

la retina de rata, cuyas caractetticascoincidencon los descritosen la bibliografíacomo

receptortipo A (ETA), con mayorafinidadpor la ET-l queporET-3 y receptortipo B (ETB),

con igual afinidad por ¡25 I-ET-l y 125 I-ET-3. En los ensayosde saturaciónse pone de

manifiestoque la densidadde receptoresparaET- 1 es mayor que para ET-3 en todos los

gruposde animales,estoesdebido a que la 125 I-ET-3, en las condicionesen que serealizan

estosensayos,sólo seunea los receptoresETB, puestoquepresentaunabajaafinidad por los

ETA. Por tanto,los receptoresqueseponende manifiestoen los ensayosdesaturaciónusando
125 I-ET-3 son receptores,en su práctica totalidad, de tipo ETB, mientras que los que se

detectancon la 125 I-ET-l correspondenal total de los receptores,es decir, la sumade los

receptoresETA y ETB.
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Fig. 16.- Porcentaje de receptores LIB en las membranas de reúna de las ratas del CC (eX del OD
(A) y del 01 (tj. a los 15, 45 y 90 díasde la inducción de la diabetescalculadosa partir de los
experimentosde saturación(seconsideraque los receptoresque sedetectanusando‘251-ET-3 son de
tipo LIB, y quelosquese detectanusando“5I-ET-1 son el total (ETA + LIB) dereceptores(n=4).
Las barrasverticalesrepresentanla SEM de cadadeterminación,~ diferenciasignificativa (pcO.05)
respectodel GC paraun mismo tiempo, b) diferenciasignificativa (pcO.05)respectodel 01 paraun
mismotiempo,O diferenciasignificativa (p<O.OS)respectodelos 15 días de la inducción de la diabetes
dentro del mismo grupo de animales, A) diferencia significativa (pcO.05)respectode los 45 días de la
inducción de la diabetes dentro delmismogrupodeanimales(n=4).
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De estamanera,comomuestrala Fig. 16, se puedecalcularel porcentajede receptores

ETB apartirde los experimentosdesaturación(Tabla1), considerandoquelos receptoresque

125sedetectanusando 1-ET-3 son tipo ETB, y que los que se detectanusando‘251-ET-l sonel

total de receptores(ETA + En). Se puedeobservarcomo existeunaclara analogíaentrelos

porcentajesasí obtenidos(Hg. 16) y los conseguidosutilizando los ánálogosespecificosde.

ambostiposde receptores(Mg. 15B).

Portanto, ladensidady la proporciónde los dos tipos de receptoresde endotelinaen

las membranasde reúnade rata varíanpor efecto de, al menos,dos factores,la edady la

diabetes,puestoquepuedenobservarsediferenciassignificativastanto dentro de cadagrupo

conel tiempo de tratamiento,comoentregruposen cadatiempo estudiado.Es especialmente

significativo el descensode la Bmaix de la ‘251-ET- 1 en el OC duranteel periodode tiempo que

abarcael experimento,estedescensono seproduceen el (IT, mientrasque en el en el GD la

Bmax incluso aumenta.Es importanteseñalarel descensode la Bmaxde la ‘251-ET-3 en elOC

y en el GT, mientrasque en el (ID esteparámetroseeleva duranteel periodo de tiempo

estudiado.Estoscambiosen la Bmax implican un cambio en la proporciónde sitios de unión

para ‘251-ET-l y ‘251-ET-3, que escorroboradopor los experimentosde competiciónusando

BQ123 y 56c, en los que semuestraque en el (ID aumentala proporciónde ETB duranteel

periodoqueabarcaelexperimento,siendosignificativamentemayorqueen elOC y el (IT a los

90 díasde la inducciónde la diabetes.

4.4 UNIÓN COVALENTE DE AFINIDAD DE LA 1251-ET-1 Y

LA’251-ET-3 A LAS MEMBRANAS DE RETINA.

Estos experimentos permiten caracterizar, por su peso molecular, las proteínas de las

membranas de la tetina neural de rata a los que se une¡i las dos hormonas marcadas que se han

utilizado. Como muestrala Fig. 17, la incubaciónde membranasde reúnade los tres gruposde

ratasa los 90 díasde la induccióndela diabetescon ‘251-ET-l (A) o con ‘251-ET-3 (B), seguidode

unión covalentede afinidad(cross-linking)conDSS entrela hormonay el receptor,y su posterior

electroforesisen geles de poliacrilamida,dio como resultadola aparición, en los tres gruposde

animales,dedosbandasespecificasa las quecorrespondeunamasaaparenteaproximadade 34 y

52 KDa. Las bandasmarcadasson especfficamenteeliminadascuando la incubación de las

membranas se realiza en presencia de ET- 1 oET-3 a una concentración 0.1 gM.
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Fig. 17.- Unión covalentede afinidady movilidad electroforéticadelos sitios de uniónde ‘251-ET-1 (imagenA) y 1251

ET-3 (imagenE) presentesenlasmembranasde retinade los animalesdel OC,del GD, y del OT a los 90 díasde la
inducciónde la diabetes.Las membranasfueron incubadascon hormonamarcada~¡25 I-ET-l o ‘251-ET-3),40 pM, en
ausencia(-) o enpresencia(+) de0.1 iM dela hormonano marcada.
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4.5. MICROAUTORRADIOGRAFIA.

Estos experimentos fueron diseñados para conocer la distribución de los sitios de unión

125 lade la I-ET-1 y ¡25 I-ET-3 en la retina de los tres grupos de ratasa los 90 días de la

inducciónde la diabetes.

4.5.1 SECCIONES INCUBADAS CON ‘251-ET-1.

Los resultadosde los experimentosde microautorradiografíautilizando 125 I-ET-l se

reflejan en las Fig. 18, que muestralas imágenesobtenidascon el fotomicroscopioa partir

cortesseriadosde ojos del GC (Fig. 18 A-E), del GD (Fig. 18 F-J) y del GT (Fig. 18 K-O) a

los 90 díasde la inducciónde la diabetes.En la primera fila (Mg. 18 A,F,K) se muestranlas

seccionesincubadascon ¡25 I-ET-l 40 pM en ausenciade ligandosno marcados,teñidascon

azul de toluidina y fotografiadascon el condensadorde campoclarb; en ellas se señalala

situaciónde la esclerótica(E), la coroides(C) y las distintascapasde la retina. El restode las

imágenesde la Fig. 18 sehan fotografiadocon el condensadorde campooscuroy encimade

cadaunade ellasaparecela gráficaconel perfil de densidadópticaconseguidosobreunalínea

perpendiculara la retina en cadauna de las secciones(ver sección3.4.6.4 de Materialesy

Métodos).Cadauno de los tres perfiles que acompañana cadafotografía pertenecea un

experimentoindependiente.De los tres, el representadopor a líneamásgruesa,esel obtenido

sobrela líneablancamarcadaen la fotografíade campooscuroqueapareceen la figura.

Puedeobservarseque existe un claro paralelismoentre los tres perfiles de densidad

ópticaen todaslas figuras, lo que indica que los resultadosobtenidos¿n los tres experimentos

son similares. En todas las imágenesde campo oscuro, la escleróticaaparecemuy brillante

aunqueapenas presentagranos de plata, debido a que las fibras de este tejido reflejan

intensamentela luz delcondensadorde campooscuro.En todos los casos,la coroidespresenta

unadensidadelevadade granosde platasin diferenciasrelevantesentrelostres grupos.

En las seccionesincubadascon ¡25 I-ET- 1 40 pM en ausenciade ligandosno marcados

procedentesdelGC (Mg. 18 B), los granosde plataaparecendistribuidossobretodaslas capas

de la retinasiendomásabundantesen las capasmás internas:la capade núcleosinterna(CNI),

la capaplexiforme interna(CPI) y en la capade célulasganglionares(CCG).
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Fig. 18.- Localización mediantemiaoautorradiograffade los sitios de unión para I-ET-l en
seccionesconsecutivasde los ojos de las ratasdel OC (A-E), del OD (F-J), y del 01 (K-O) a los 90
díasde la inducciónde la diabetes.Todaslas seccionesfueron incubadascon 25 I-ET-1 (40 pM). Las
seccionesincubadasen ausenciade ligandosno marcados(B,G,L) muestranla localizacióndel total de
los sitiosdeunión (receptoresETA+ETB). La incubacióndelas seccionesen presenciadeET-1 0.lpM
(C,H,M) eliminacasipor completolos granosde plata, indicandoque la señalobtenidaen el restode
las seccioneses específica.En lasseccionesincubadasen presenciade Sóc 0.1 MM (D,I,N) los granos
de platamuestranla localización de los receptoresETA, mientrasque las seccionesincubadasen
presenciade BQ123 1pM (E,J,O)los granosdeplatamuestranla situaciónde los receptoresETE. En
la parte superiorde cada imagen de campo oscuroapareceuna gráfica kjue muestrael perfil de
densidadópticaobtenidosobreuna líneaqueatraviesaperpendicularmentela retina. Cadauno de los
tres perfiles correspondea un experimentoindependiente,él perfil representadocon la línea más
gruesarepresentala densidadópticaobtenidasobrela líneablancamarcadaen la fotografíade campo
oscuroque se muestra.Las imágenesde campoclaro (A,F,K) se correspondencon las secciones
incubadasen ausenciade ligandosno marcados(H,O,L). (E esclerótica,C coroides, CCB capa de
conos y bastones,CNE capade núcleosexterna,CNI capade núcleosinterna, CPI capaplexiforme
interna,CCG capadecélulasganglionares.(80X).
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En las seccionesprocedentesdel CD (Fig. 18 G) la distribuciónde los sitios de unión

de la 125 I-ET- 1 muestraun patrón similar al correspondienteal OC, aunqueen la CCO los

granosde plata aparecenformandocúmulos.Sin embargo,en las seccionesprocedentesdel

(IT (Hg. 18 L), a diferenciade lo que ocurreen la retina de los otros dosgruposde ratas,se

observauna intensaseñalen la capade conos y bastones(CCB) y~ en la capaplexiforme

externa(CPE). Al igual que ocurreen el OC, enel (IT los granosdeplatatambiénson muy

abundantesen la CCC.

En las seccionesadyacentesa las anteriores,incubadasen presenciade ET-1 0.1 ¡M

(Fig. 18 C,H,M), la adición dehormonano marcadaelimina porcom¡~leto la apariciónde los

granosde plata,lo que indica quela señalobtenidaesespecífica.
125En las seccionesincubadascon I-ET-l en presenciade S6c 0.1 ¡iM (Fig. 18 D,I,N)

los granosde plata muestranla localizaciónde los receptoresETA. En las seccionesdel OC

(Fig. 18 D), los granosde plata aparecendistribuidosde forma difusa y homogéneasobre

todaslas capasde la retina. Una distribuciónsimilar seobservaen las seccionesdel CD (Fig.

18 1). Sin embargo,en las seccionesdel (IT (Fig. 18 N), seobservaunadensabandade granos

deplataextendiéndoseentrela CM y la CCG.

En las seccionesincubadascon ‘251-ET-1 en presenciade BQ123 liM (Fig. 18 E,J,O)

los granos de plata muestranla localización de los receptoresETB. En las secciones

correspondientesal OC (Fig. 18 E), la señalaparecedifusa sobrela cápade núcleosexterna

(CNE), la CNT y la CCB, mientrasque en la CCC seobservandensoscúmulosde granosde

plata. En las seccionesdelCD (Fig. 18 J) la distribuciónde la señalessimilar a la del OC. En

las seccionesdel (IT (Hg. 18 0) seobservaunadifusacubiertade granosde platasobretodas

las capasde la retina, sin queaparezcanlos cúmulosdegranosque seobservansobrela CCG

en los otrosdosgruposde ratas.
125En resumen,en la retinadel OC los sitios de unión de I-ET- 1 sedetectanen todaslas

capas, siendo más abundanteslos ETB que los ETA. A su vez, mientras los ETA se

distribuyen de formahomogénea,los ETh seconcentranen las capasmásinternasde la reúna,

especialmente en la CCC. En la retina del (ID, al igual que en el OC, los ETB son más

abundantesque los ETA en las capasmás internasde la retina, pero aparecenformando

cúmulosen la CCC. Los ETA tambiénaparecendistribuidosdeformahomogénea.En la retina

del CT los sitios de unión de ‘251ET 1 sonmás abundantesqueen la retinadel GC o del (ID.

Esteincrementoesdebidoprincipalmenteal incrementodel númerode receptoresETA en las

capasmás internasde la retina.
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4.5.2 SECCIONES INCUBADAS CON ‘251-ET-3.

Los resultadosde los experimentosde microautorradiografíautilizando 125 I-ET-3 40

pM se reflejan en las Fig. 19, que muestralas imágenesobtenidascon el fotomicroscopioa

partir cortessedadosde ojos del CC (Fig. 19 A-C), del(ID (Fig. 19 D-F) y del (IT (Fig. 19 C-

1) alos 90 díasde la inducciónde la diabetes.Como en las seccionesincubadascon ‘251-ET-l,

la escleróticaaparecemuy brillanteaunqueapenaspresentagranosde plata, debidoa que las

fibras de este tejido reflejan intensamentela luz del condensadorde campooscuro. En todos

los casos, la coroides presentauna densidadelevada de granosde plata sin diferencias

relevantesentrelos tresgrupos.

En las seccionesprocedentesde los tres grupos de ratas, los granos de plata que

correspondena los sitios de unión de la “51-ET-3 (Hg. 19 A,D,G) aparecenlocalizados

principalmentesobrelas capasmás internasde la retina: la CNI, la CPI y la CCG. Por otra

partelas seccionesprocedentesdelCD (Fig. 19 D) muestranunamayor densidadde granosde

plataquelas procedentesdel OC (Hg. 19 A) y del (IT (Fig. 19 G). La unión de la 1251-ET-3es

especifica,puestoque la presenciade ET-3 0.1 pM elimina por completo la apariciónde los

granosde plata (Fig. 19 B,E,H). La incubaciónde las seccionesen presenciade S6c 0.1 .iM

{Fig. 19 C,F,I), tambiéneliminapor completola aparicióndegranosde blata, lo queindicaque

la ‘251-ET-3, a laconcentraciónquese usaen estosexperimentos,se uneprincipalmentea los

receptoresETB.

Estosexperimentosdemuestranquela ‘~ I-ET-3 a la concentraciónutilizada(40 pM) sólo

se une a los receptoresETB, por los que tiene elevadaafinidad, y que éstos se encuentran

localizadosprincipalmentesobrelacoroidesy laCCCenlareúnade los tresgruposdeanimales.

Estosexperimentosseñalanquelaretina del (ID poseemayor núiferode receptoresETB

quelareúnadelCC o del (IT.

4.6 MEDIDA DE LA ET-1 INMUNORREACTIVA.

La tablaIII muestralos valoresde ET-1-IR presentesen el plasmade las ratasde los

tresgruposde ratasalos 15, 45 y 90 díasde la inducciónde la diabetes.
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TABLAm. ET-1-IIR (pg/ml) ENELPLASMADELAS RATAS

TIEMPO IXAS LA INDUCCIÓN DE LA DIABETES
15 DÍAS 45 DIAS 90 DÍAS

RATAS CONTROLES(OC) 5.7±0.6 4.9±0.4 4.9±0.3
RATAS DIABÉTICAS (CD) 5.6±0.7 5.5±0.4 6.8 ±
RATAS TRATADAS (<IT) 4.9±0.5 4.5 ±0.3 4.8±0.3

TablaIII.- ValoresdeET-l inmunorreactivaen el plasmade las ratasdel CC, del Cl) y del GT alos
15, 45 y 90 díasdela inducciónde la diabetes.Los datos(pg/m]) son la media±SEM. ‘> diferencia
significativa (pcO.OS) respectodel CC paraun mismo tiempo, b) diferenciasignificativa (pcO.05)
respectodel GT paraun mismotiempo.‘~ diferenciasignificativa(p.cO.05)respectodelos 15 díasde
la inducción de la diabetesdentrodel mismogrupode animales,d> diferenciasignificativa(p.cO.OS)
respectode los45 díasde la inducciónde ¡a diabetesdentrodelmismogrupodeanimales(n=12).

La concentraciónplasmáticade ET-l-IR no varíasignificativamente(p<cO.OS) con el

tiempo en el CC y el <IT. Sin embargo,en el (ID, a los 90 díasde la inducciónde la diabetes,

los valoresdeET-l-IR sonsignificativamentesuperioresa los del CC y’CT.
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5. DISCUSIÓN
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5 DISCUSIÓN.

Este trabajo muestra,medianteensayosde unión ligando-receptor,la existencia

de sitios de unión de alta afmidad para las endotelinasen la retina neuralde rata.

Nuestrosresultadosindican que estossitios de unión coincidenen sus características

con las de los dostiposde receptoresdonadosendistintasespeciesdevertebrados(Arai

y col., 1992; Sakuraiy col., 1992),denominadosETA y ETB. Tambiéndemostramos,

medianteel clásicomodeloexperimentaldediabetesinducidacon SIZ, quela densidad

y la proporciónde receptoresETA y Efl en la retinaneuralde las ratasdiabéticas,se

encuentraalteradaen comparacióncon las ratascontroles,y que el tratamientocon

insulina no revierte totalmentedichasalteraciones.Es importanteresaltarque estos

sitios de unión seencuentransituadosen la retina neural,puestoque las preparaciones

de membranasde retinaque seutilizan paraestetipo de estudios,realizadossegúnel

métododescritoporZahnisery col. (1984),estánlibres de contaminaciónvascular.La

ausencia,en nuestraspreparacionesde membranas,de inmunorreactividadfrente al

factor VIII de coagulación, un marcador de células endoteliales, corrobora estos

resultados.

El análisis de Seatchardde los resultadosde los experimentosde saturación

revela la existenciade sitios de unión de alta afmidad, conuna Kd entre30 y SO pM,

tantoparalaET- 1 como parala ET-3, en los tres gruposde ratas(controles,diabéticas,

y diabéticastratadascon insulina) y a los tres tiemposestudiados(15, 45, y 90 días

despuésde la inducciónde la diabetescon STZ). La identificaciónde un sólo sitio de

unión en los experimentosde saturaciónes,sin embargo,compatiblecon la existencia

de dos poblacionesdistintas de receptoresde las endotelinasen las membranasde

retina, debido a las característicasde estosreceptores.La ET-1 pres~ntauna afmidad

similar porlos dostipos dereceptoreslocalizadosen los tejidosde los mamíferos,porlo

que la transformaciónde Scatchardde los experimentosde saturaciónutilizando 125

ET- 1 refleja curvas monofásicas,aunquese encuentrenpresentesen’el tejido los dos

tipos de receptores.La ET-3 presentabajaafmidadporel ETA, habiéndosecalculado

unaKd deaproximadamente10 nM en la reúnade ratasnormales,y altaafinidadporel

ETB, con una Kd de 40 pM (De Juan y col., 1995). En nuestrosexperimentosde

saturaciónseusaun rangode concentracionesde 125 J-ET-3 entre2 y 150 pM y, a estas

concentraciones,la hormonamarcadaseune mayoritariamentea sus receptoresdealta

afmidad, los ETB, mientras que los receptoresde baja afmidad, los ETA, quedan
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prácticamente vacíos. Debido a esto, en los experimentos de saturación usando 1251-ET-

3, los resultados de la transformación de Scatchard se ajustan a un modelo de un único

sitio, puesto que sólo se detectan los receptores tipo Efl. En la mayor parte de los

trabajosque aparecenen la bibliografía, en los que se usanbajasconcentracionesde

‘251-ET-3, los ensayosdesaturaciónrevelanla existenciade un sólo sitio de unión para

ET-3; sin embargo, lshilcawa y col. (1991) utilizando un amplio rango de

concentracionesde ‘251-ET-3 (de entre0.01 y 5 nM) detectan,medianteensayosde

saturaciónenmembranasdecorazónde rata,laexistenciadedos sitios de unión parala

ET-3, uno debajaafmidadquecoincidecon las características del receptor ETA, y otro

de alta afmidad que coincide con las característicasdel receptorETB. En la misma

línea, pero utilizando técnicas de microantorradiografía, MeCumber y col. (1994) han

puestode manifiestolaexistenciade receptorestipo ETA en la retinahumanautilizando

la capacidadde la ET-3, a bajasconcentraciones,para desplazara la 1251-ET-l de los

receptoresETB, sin afectara la 1251-ET-1unidaa los receptoresETA. En consecuencia,

es evidenteque los experimentosde saturaciónusando 1251-ET-1 permiten estudiar el

total de los receptores de endotelinas (ETA + ETB), mientras que los’ experimentos de

saturación usando 1251-ET-3 permiten caracterizar solamente los rec¿ptores ETB. Por

otra parte, la utilización de los análogos específicos 56c (un agonista 4e1 receptorETh)

y BQ123 (un antagonista del receptor ETA), en experimentos de competición por los

sitios de uniónde la ‘251-ET-3, en los que la 1251-ET-3 estotalmentetesplazadapor la

S6cmientrasqueelBQ123 no afectaa la uniónde la hormonamarcada,demuestraque

la ET-3 actúa, a las concentraciones adecuadas, como un ligando especifico de los

receptores ETB, con la ventaja sobre estos análogos de que se trata de un ligando

endógenodelos receptoresestudiados.

Los resultados que hemos obtenido al calcular el valor de la Kd de las dos

hormonas marcadasen las membranasde retina de los tres grupos de ratas, son

similares a los previamente obtenidos en nuestro laboratorio en las membranas de retina

de ratasnormales (De Juan y col., 1993; y 1995), y en cortezacerebral humana

(Femandez-Durango y col., 1994), así como en otros tejidos como cerebelo de rata

(Wiliiams y coL, 1991),riñón humanoy de rata(Davenporty col., 1989),y corazónde

rata (Katwa y col., 1993). Otros autores, sin embargo, hancalculadovaloresde Kd en el

rango nMpara los receptores de la ‘251-ET-1 y la 1251-ET-3 en esos mismos tejidos (ver

Lovenger y coL, 1990, para revisión). El análisis de Scatchard en los
1 experimentos de

saturación de estos trabajos, se traduce también en cunas monofásicas que reflejan la

85



DISCUSIÓN

existenciade un sólo sitio de unión parala ET-1 y la ET-3. Estasdiscrepanciasen la

afmidad de los receptoresde las endotelinas,que se observanen los resultadosde

distintos autores, parecenser debidasa la técnica utilizada y a las condicionesde

incubación,y no a la existenciade otros receptoresdiferentesde los dostipos quehan

sido donadosenlos tejidosde los mamíferos.

Una interesantecaracterísticade estospéptidoses la lenta disociaciónde las

endotelinasde sus receptoresen la mayoríade los tejidos estudiados(Hirata y col.,

1988; Lovenberg y coL, 1990; De Juan y coL, 1993), que algunos autores han

relacionadoconsu prolongadaacciónvasoconstrictora(Sirvio y col., 1990). Por este

motivo, Wagonnery col. (1992)sugierenqueno sedebeasumirqueen la unión de las

endotelinasa sus receptoresse alcanzael equilibrio químico, al menos en las

condicionesde incubacióncomúnmenteusadas.Estos autores proponenque, para

defmir los parámetroscaracterísticosdel sistemade las endotelinas,es más correcto

aplicar un análisiscinético de la interacciónligando-receptor,estimandoel valor de la

Kd apartir de las constantescinéticasI<.~ y K1 , que aplicarun análisisal equilibrio y

estimarel valor de la Kd medianteel análisis de Scatchard.Sin embargo,todos los

gruposde investigaciónreferidosen la bibliografíautilizan el análisisde Scatchardpara

caracterizarlos receptoresde estospéptidos,sin dudacon el objeto & podercomparar

sus resultadoscon los previamentepublicados,aunqueesevidenteque las condiciones

deincubaciónpuedenvariar substancialmenteel valorde los parámetroscalculados.

Los experimentosde microautorradiografíademuestranque lQs sitios de unión

específicapara
1251-ET-1 en la retinade los animalesdelgrupocontrol, aunqueaparecen

sobre todas las capas, seconcentranprincipalmenteen la coroidesy en las capasmás

internasde la retina(capade célulasganglionaresy capaplexiformeinterna).Utilizando

los análogosespecificosS6c y BQ123 seponede manifiestoque, tanto los receptores

ETA como los ETB, aparecen sobre todas las capas de la retina, y que mientras los

receptoresETA aparecendistribuidosdeunamanerahomogénea,los réceptoresETh se

concentranmayoritariamentesobrela coroidesy la capade células‘ganglionares.La

utilización de los análogos también pone de manifiesto que existe una mayor

abundanciade los receptoresETB queETA en todaslas capasde la retina. De acuerdo

con estosresultados,en el grupocontrol, los sitios deuniónpara125 I-~T-3, queindican

la presenciade receptoresEfl, se distribuyen sobre todas las capas de la retina

apareciendocon mayordensidadsobrela coroidesy las capasmásint¿masde la retina,

especialmentesobrela capade célulasganglionares.McCumbery cdl. (1994)usando
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una metodología similar a la que nosotros empleamos, aunque sin utilizar análogos

específicos de los dos tipos de receptores, sobre secciones de ojos de conejo albino y

ojos humanos, sugieren que los receptoresETA seencuentranprincipalmenteasociados

a los vasosde la coroidesy de lascapasinternasde la retina,mientrasquelos receptores

ETB estánsituadosprincipalmentesobrelas capasde la retina que no presentanvasos.

Por otraparte,Sitt y col. (1996)han demostrado,en ojos humanosy;de rata,mediante

autorradiografíausando1251-ET-1 y 1251-ET-3que ambostipos de receptoresaparecen

en todaslas capasde la retina, que los vasosde la coroides y de la retina presentan

ambostiposde receptores,y queen la capadecélulasganglionaressoñ muy abundantes

los receptoresETB. Nuestrosresultados,en partede acuerdocon los de Sitt y col.

(1996),muestranque la distribuciónde los receptoresde las endoteliriasen la retinade

rataes máscomplejaque la descritaporMeCumbery col., (1994),ya queutilizando la

S6c y BQ123 probamosla presenciade ETA y ETB sobrela coroidesy la capade

célulasganglionares,que soncapasvascularesen la retina de rata. En resumen,estas

dos capas deben presentarambos tipos de receptoresde las endotelinas,aunque

posiblementeestánsituadosen distintostipos de células,predominandoel ETA sobre

las célulasvasculares,mientrasque el ETB esmásfrecuenteen las célulasgliales y en

las neuronas.

En estetrabajo establecemosla presenciade ET- 1-IR en la retina de las ratas

controlesmediantetécnicasde inmunohistoquimicaen seccionesdel ojo, apareciendo

marcadaspor la inmunotinción la capa de núcleos interna y la capade células

ganglionares, así como la coroides. Numerososautoreshan verificado la presenciade

las endotelinas en la retina. Se han detectado ET-1-IR y ET-3-IR por

radioinmunoanálisisen extractosde retinahumana,y de rata(MeCumbery col., 1991;

DeJuany coL, 1993 y 1995; Chakravarthyy coL, 1994).Igualmente,sehadetectadola

expresióndel ARNm deestospéptidosen la retinade ratay humana(McCumbery col.,

1989; Chakravarthiy coL, 1998).Mediante técnicasde inmunohistoquimica,Wollesak

y col. (1997)han localizado ET-1-IR en los vasosde la retina humanay en el nervio

óptico, pero no en la retina neural; sin embargo,Sitt y col (1996) han descrito la

presenciade ET-l-IR y ET-3-IR asociadasa los vasossanguíneosde la retina y,

también,en la capaplexiforme internay en el segmentointernode los fotorreceptores

de retinahumanay de rata.

Todosestosresultadosnoshacenpensarque la ET- 1 y la ET-3, al actuarsobre

sus receptores,debenrealizaruna funciónfisiológicaen la retina neuralde la rata,que
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probablemente seaanálogaa la que se ha sugerido paraellos en el~ sistemanervioso

central, dondeparecenfuncionarregulandola actividadneuronal(McCumbery col.,

1989). Diversos trabajos demuestran que las endotelinasactivan diferentesprocesosen

el tejido nervioso. La activación de los dos tipos de receptoresprovocala entradade

movilización Ca2~Ca2~ extracelulary la del mtracelularen las células nerviosasen
cultivo (Reiser y col., 1990), siendo el Ca2~ un importantemensajérodentro de las

neuronas.Se ha demostradoque la entradade Ca2~ extracelularen respuestaa las

endotelinasse producea travésde los canalesiónicos sensiblesa las diliidropiidinas,

que estánpresentesen lasneuronasretinianasy queintervienenen la transducciónde la

señalvisual, procesoen el que las endotelinaspodríanestarimplicadas(Reisery col,

1990). Por otra parte, se ha descrito la acción despolarizantede las endotelinasen

neuronasde la médulaespinaliii vivo (Yoshizaway col., 1989) y la inhibición de la

secreciónde neurotransmisoresdesde las terminales simpáticas(Nakamuray col.,

1989). Las célulasgliales,que cumplenmúltiples funcionesen el mantenimientode la

homeostasiadel tejido neural,tambiénsoncélulasdianade las endotelinas,yaquetanto

los astrocitos(Ehrenreichy col., 1991), como la microglia (Yamashitay col., 1994)

presentanreceptoresde estashormonas.De igual manera,se ha comprobadoque, en

respuestaa las endotelinas,las células gliales liberan NO (Saicurai-Yamashitay coL,

1997) y glutamato (Sasakiy col., 1997), dos importantesmensajerosquímicos, que

regulanel funcionamientoneuronaL

Un hallazgo importante,derivado del análisis de los resultadosde nuestros

experimentosde saturacióny desplazamiento,es que la densidady la proporciónde

receptoresde las endotelinasen la retinaneuralde la rata,varíacon la edad.En el grupo

deratascontroles,ladensidadtotaldereceptoresdelas endotelinas,estimadosmediante

la Bmax calculadaen los experimentosde saturaciónrealizadosutilizando I-ET-1,

disminuyeprogresivamentecon la edad,siendosignificativamentemayora los 15 que a

los 90 días, contadosa partir del comienzo del experimento.Este descensoen la

densidadde receptores,esdebidoprincipalmentea una disminuciónde la presenciade

los receptoresETB, ya que la Bmax en los experimentosde saturaciónutilizando 125

ET-3 disminuye durante el periodo de tiempo que abarca el experimeñto, y también se

produce un descensoen el porcentajede receptoresEfl calculadoen los experimentos

de competición. El significado de este hallazgo es, por el momento,desconocido,

aunque Deng y coL, (1999) han demostrado que el flujo sanguíneoen la reúnade ratas

normalesde tres meses es significativamente mayor que el que ~e puede medir,
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mediantesonografíaDoppler, en ratasnormalesde 9 mesesde edad;lo que, como se

discutirámás adelante,puedeestarrelacionadocon la disminuciónque seproducecon

la edad en la densidad de receptores ETB en la retina neural. Por otrá parte, Vig y col.

(1995) medianteexperimentosde unión de radio-ligandos, han demostradoque la

densidad de los receptores de ET- 1 disminuye en las membranas de cerebelo de ratones

entre los 5 y los 20 días tras el nacimiento,y sugierenqueestadismii=uciónesdebidaa

la degeneraciónde las neuronasduranteel desarrollodel sistemanérvioso.En otros

tejidos,como en el tejido vascularde rata,tambiénsehadescritounadisminuciónen la

densidadde receptoresde la 1251-ET-1 entrelos 5 y los 60 díasdeedad(Ishikaway col.,

1991;Gu y col., 1992); como estavariaciónen el número de receptores va acompañada

de una disminución de la respuesta vasoconstrictora a la ET- 1 con la edad, Dohi y col.

(1990) han propuesto que, en el tejido vascular, el tipo de receptor cuya densidad

disminuyecon laedadesel ETA, sin embargo,tambiénpodríaestarimplicado en este

proceso una disminución de la densidad del receptor ETh, puestoque,posteriormente,

se ha demostradoque en algunos vasossanguíneoseste receptor produce también

vasoconstricción(MeMurdoy col., 1993).Nos parecesignificativo el ‘hecho de que, de

forma análogaa lo que ocurrecon los receptores de endotelina en la retina, se hayan

descrito cambios en la densidad de los receptores de algunos neurbmoduladoresen

distintas regiones del sistema nervioso, incluyendo a la retina, durantelas primeras

etapas tras el nacimiento y también en fases adultas en animales de experimentación.

Porejemplo,la densidadde los receptoresde la sustanciaP y del polipéptidointestinal

vasoactivo (VIP) disminuye en la médula espinal de la rata entre los 5 y los 30 días 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 semanas de vida, y en la

retinade rataseha descritouna disminuciónde los receptoresdesomatostatinaen los

primeros días tras el nacimiento (Sasaki y col., 1997). En ratas adultas, existe una

variación con la edad de la densidad de los receptores D
1 de dopamina en varias zonas

del cerebro y en la retina (Oiorgi y col., 1992). Los autoresdeestostrabajoscoinciden

en que las variaciones en la densidad de los receptores de los neuromoduladores con la

edad,podríanestarrelacionadascon la plasticidaddel tejido nervioso,esdecir con la

capacidad del tejido nervioso para formar nuevas conexiones sinápticas, o eliminar otras

innecesarias.Por otra parte, también está por determinar si la disminución en la

densidad de los receptores de endotelina que observamos en nuestro estudio, es debida a

una disminución en el número de células que expresan receptores de endotelina, o bien,
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tiene su origen en una disminución del número de receptores por célúla, en cuyo caso,

podría ser causada por un descenso de la expresión de estos receptores, o por un

incrementoen la tasa de su degradación.La posibilidad de que el descensoen la

densidadde receptoresde endotelinacon la edadseadebido a una disminución en el

númerodecélulasde la retina,estáapoyadapornumerosostrabajosquereflejanque, en

la rata y otros animalesde experimentación,la densidadde células de la retina

disminuye con la edad. En la rata se ha caracterizadoun descensodel 30% en la

densidadde la capadenúcleosinternay del 50% en la capade núcleosexternaen el

periodo transcurrido entre el primer mes tras el nacimiento y los 36 meses de edad

(Weissey col., 1990).En el mismoperiodode tiempo, hay un descensocontinuadode

la densidadcelular en la capade célulasganglionaressimilar al de la capade núcleos

interna (Weissey col., 1990). La capade conosy bastonesde la raja, tambiénse ve

afectadapor una pérdidade los fotorreceptoresentrelos 12 y los 25 mesesde edad

(O’Steeny col., 1990).En la retinadeconejo, las célulasgliales,astrocitosy célulasde

Muller, disminuyen en número tras el nacimiento (Reichenbachy col., 1991). La

desapariciónde célulasen la reúnacon la edades principalmentedebidaa la apoptosis

de los diversos tipos celulares y se ha relacionado con la pérdida de a~udeza visual tan

característicadel envejecimiento (Weale, 1989). Los factores que producen la

activacióndel programagenéticoque da lugara la muertede estascélulas es, por el

momento, parcialmente desconocido, sin embargo,puesto que las epdotelinastienen

una acción mitogénica,y por tanto, actúanregulandoel ciclo celul~r, podríanestar

implicadasenestosprocesos.

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 que la densidad, la

proporcióny la distribuciónde los receptoresde las endotelinas seenguentranalteradas

por efecto de la diabetes inducida con STZ, y que el tratamiento con insulina no

consigue corregir por completo estas alteraciones. Al analizar los resultados de los

experimentos de saturación utilizando 1251-ET- 1 y 1251-ET-3, a los 15 días de la

inducción de la diabetes, se observa que la densidad de receptores totales y de

receptoresEfl es significativamentemenoren el grupode ratasdiabéticasque en el

grupo control de la misma edad. Sin embargo, la proporción de ambos tipos de

receptores no se ha alterado en el grupo diabético, en comparación con’ el grupo control,

lo que sugiere que la densidad de ambos tipos de receptoresdisminuyeen la misma

proporción. Estos resultados indican que la densidad de receptores de las endotelinas
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disminuye en los primeros días tras la inducción de la diabetes,debido posiblementea

las alteraciones metabólicas producidas por la diabetes. El mismo efecto se ha detectado

en las membranasde tejido cardiacode ratas,a los 3 díasde la inducciónde la diabetes

con STZ, dondese produceuna disminuciónde la densidadde los receptoresde 125j..

ET-l (Nayler y col., 1989).En la retinade las ratasdiabéticas,estefenómenopodríaser

una respuestaal incrementode la producciónde ET-1 que Takagi y~ col. (1996) han

demostradoqueexistea los 15 díasde la inducciónde la diabetescon STZ, puestoque

es conocido que la densidadde receptoresde endotelinadisminuye al aumentarla

concentración 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 detecta una diferencia

significativa en la concentraciónplasmáticade ET-l entre los animalesdiabéticosy

controles a los 15 días de la inducción de la diabetes, lo que parece indicar que la

concentraciónlocal de ET-1 tiene una mayor importancia que su concentración

plasmática,en el control de la densidadde sus propios receptoresen la retina. Esta

suposiciónesconsistentecon la idea de que las endotelinasactúanen los tejidos de

forma autocrinay paracrina(Lovenbergy col., 1990; Ito y col., 1993).Tambiénexiste

la posibilidadde que existanotros factoresimplicadosen la regulación de la densidad

de receptores de las endotelinas en la retinaneuralde ratadurantela diabetes.Porotra

parte,a los 45 y a los 90 días tras la inducción de la diabetes,existe un incremento

significativo de la densidad de los receptores totales de ET en las membranas de la

retina de las ratas diabéticas en relación con el grupo control, que se debe

principalmente al aumento en la densidad de los receptoresETB, cowo lo demuestran

los experimentosde saturación.También los experimentosde competiciónutilizando

los análogosespecíficospruebanestoscambiosenel grupodiabético,puestoque, a los

45 y a los 90 días, usando BQ123 se detecta una disminución significativa de la

proporción de los receptores ETA, mientras que usando56c seobservaun incremento

significativo de los receptores Efl, respecto del grupo controL Nuéstros resultados

difieren parcialmente de los de Chakrabarti y col. (1998), que han detectado un

incremento en la expresión del ARiNm de la ET-1, de la ET-3, y de los receptores ETA

y ETh enla retinacompletade ratasdiabéticasdelacepaBB/W alos 6 mesesdelinicio

de la enfermedad, en comparación con ratas controles de la misma edad. Los mismos

autores (Deng y col., 1999) han demostrado recientemente que en la rétina de ratas con

diabetesinducidacon STZ se produceun incrementode la expresióndel ARiNm del

receptor ETA sin que varíen los niveles del ARNmdel receptor ETB, a la vez que se
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produce una disminución del flujo sanguíneo retiniano transcurrido un mes desde la

inducción de la diabetes;sin embargo,a los seis mesesdel inicio de la patologíase

produce un aumento de la expresión del ARNmde los dos tipos de receptores y un

aumento del flujo sanguíneo en la retina. Las diferencias entre nuestrosresultadosy los

de estos autores pueden ser debidas a que la edad de los animales estudiados es

diferente, a que la metodología utilizada es distinta y, por último, a que estos autores

analizan la retina completa mientras que en nuestros experimentosde unión de

radioligandoseliminamosel tejido vascularde la retina. El incremento de la densidad de

los receptoresETB seha podido observartambiénen membranasde célulasprostáticas

(Saito y col., 1996a) y de los “vasa deferens”(Saito y col., 1996b) de ratasque se

mantuvierondiabéticas48 días. El incrementode la densidadde receptoresETB en la

retina neuralde las ratas diabéticaspodría ser una respuestacompénsatoriade este

tejido a las condiciones fisiopatológicascaracterísticasde la fasede la diabetesen que

se encuentranlos animales utilizados, ya que los receptoresETB estimulan la

producciónde óxido nítrico (NO) (Yanagisaway col., 1988a;De Nucci y col., 1988),

un factorqueproducevasodilataciónde los vasosde la retina(Deusseny col., 1993); de

esta manera, el tejido estaría respondiendo a la disminución del flujo sanguíneo que se

produce en las fases tempranas de la diabetes en la reúna. Al tratarse de una sustancia

difusible, el NO producidopor una célula puedeactuar sobreotrasque seencuentren

próximas,siendode estamaneracomo ejercesu función vasorreguladora;asíel NO

producidopor lascélulasendotelialesdifundehastalas célulasdel músculoliso vascular

provocando su relajación (Kuo y col., 1995). Se ha demostrado que el NOproducido

por las células nerviosas regula el flujo sanguíneo en el sistema nervioso central (Kuo y

col., 1995) y en otros tejidos (Vanderwinder y col., 1992; Biliar, 1995). También se ha

podido comprobar que las células gliales actúan 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 tanto el NO liberado

por las célulasendotelialescomoel procedentede las células nerviosascontribuyeal

controldeltono vascularenel sistemanervioso,regulandopor tanto,el flujo sanguíneo.

En relación con la anterior suposición, Roufail y col. (1998) han demostrado que el

númerode neuronasde la retinaquecontienenóxido nítrico sintasaneuronal(nNOS)es

significativamente menor en las ratas diabéticas que en las ratas conttoles de la misma

edad entre 1 y 32 semanas desde la inducción de la diabetes con STZ, sugiriendo que la

desaparición de estas neuronas podría contribuir a las alteraciones que se producen en el
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tejido neuraldurantela diabetes.A la vistade nuestrosresultados,el incrementoen la

densidadde los receptoresETB en las membranasde la retina neuralpodríaconstituir

unavía paracontrarrestarla deficienciade NO queseproduceen la retinadiabética.

Sin embargo,tambiénsesabeque una excesivao una prolongadaexposiciónde las

neuronas al NO, producido por la activación de los receptoresneuronalesde los

aminoácidosactivadores,tiene un efecto tóxico sobre las propias células nerviosas

(Dawson y col., 1991), por lo que se ha sugerido que la excesiva formación de NO

podríaser la causa de la muerte de las neuronasque ocurreen el accidentecerebro-

vascular,queseproducecomoconsecuenciade la isquemiay la anoxia cerebral (Berdt

y col., 1990). De acuerdocon esta idea, se ha comprobadoque en situacionesde

isquemia, las células del tejido nervioso aumentan la expresión de la nNOS (Zhang y

coL, 1993)e incrementanla produccióndeNO (Endohy coL, 1993). Porotra parte,en

ratonesdeficientesen el gende la tiNOS, los dañosproducidospor la isquemiacerebral

sereducenencomparacióncon ratonescontroles(Huangy col., 1994),mientrasque en

ratones deficientespara el gen de la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) se

incrementan los daños producidos por la isquemia cerebral (Huang y coL, 1996). Por

estemotivo, Kuo y col. (1995) han propuestoque el NO resultabeneficiosoen los

primeros instantes tras la isquemia cerebral, al provocar vasodilatación y un aumento

del flujo sanguíneo, sin embargo, resulta una sustancia neurotóxida si las células

nerviosas sufren una exposiciónprolongadaa estefactor.Porotraparte,el espacioque

queda en el tejido cerebral por la destrucción de las neuronas es ocupado mediante la

próliferaciónde célulasgliales que emigrandesdeotras áreasy, como han demostrado

Sakurai-Yamashita y coL, (1997) utilizando técnicas de autorradiografía con 1251-ET-1,

en esas células gliales se produce una sobreexpresión de los dos tipos de receptores de

endotelina, y una elevada expresión de la óxido nítrico sintasa(NOS). Los mismos

autores demuestran, mediante técnicas de inmunohistoquimica, que las zonas del tejido

nervioso dañadas por la isquemiapresentanelevada~concentracionesde ET-1-IR, por

lo que en esasregionespodrían producirseelevadascantidadesde NO que podrían

afectara otras áreasadyacentes.El efecto tóxico del NO sobrelas ‘células nerviosas

pareceser debido (Kuo y col., 1995) a que un excesoen su síntesisproduce el

agotamiento en las células del NADPH, que es el coenzimaque utiliza la NOS, y seha

señaladoque en la diabetes,esteefectoseveríaacentuado(Wilhiamsony col., 1993),

porque la hiperglucemiaincrementala actividadde la aldosareductasaque también

consume NADPH. En la retina de rata se ha demostrado por técnicas de
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inmunohistoquimicala presenciade tiNOS (Pérezy coL, 1995, Roufail y col., 1998),y

en la retina de ratón seha observadoque la sobreestimulaciónde la nNOS, porefecto

del glutamato o cuando la retina es sometidaa condicionesde hipoxia por oclusión

arterial, está directamenteimplicada en la destrucciónde las células ganglionares

(Vorwerk y col., 1997). Por tanto, considerandolos resultadosde todos los trabajos

anteriormentecitadosy los que nosotroshemosobtenido,podríamossugerirque,en la

retinade las ratasdiabéticasel supuestoaumentode la síntesisde NO, producidoporel

incremento de la densidad de receptores Efl podríallegar a ejercenun efectotóxico

sobrelas célulasnerviosasde la retina, de formaanálogaa lo que ocurreen el tejido

cerebral.De acuerdoconestasuposición,sehadescritoun incrementoen la frecuencia

de la apoptosis en las células del tejido nervioso de la retina, tanto en la diabetes

experimentalen la rata,como en ladiabetesmellitus en humanos(Barbery col., 1998).

Esteincrementosehadetectadotansólo un mesdespuésde la inducciónde ladiabetes

con STZ en la ratay semantieneduranteal menosdocemeses,lo q~ie sugiereque la

desapariciónaceleradade las célulasneuralesde la retinaseproducepoco despuésdel

inicio de la diabetes experimental y que la neurodegeneración debe ser considerada un

componente de la retinopatía diabética.

Otra posible explicación para el incremento de receptores Efl en la retina

neuralde las ratasdiabéticas,que no excluye la expuestaen los párrafosanteriores,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 concentración de ET-l en los tejidos aumenta, el exceso es eliminado por un

mecanismo en el que interviene de forma específica el receptor ETB (Fukuroda y col.,

1994;Brunner y col., 1996).

Los resultados de los experimentos de microautorradiografía nos han permitido

comparar la distribución de los receptores de las endotelinas en la retina de rata entre los

tres grupos de animales. La microautorradiografía no es un método diseñadopara

cuantificar los receptores de una hormona presentes en un tejido, sino para mostrar la

presenciao distribucióndeesosreceptoresen el tejido. Sin embargo,existentrabajosen

la bibliografíaenlos quesedescribenmétodosdensitométricosquepermitencuantificar

los resultados de estos experimentosy por tantocompararentretejidosdistintos(Baskin

y col., 1986; Stone y col., 1996). El análisis densitométricode los experimentosde

microautorradiografía que nosotros realizamos en este trabajo permite

fundamentalmente demostrar que la distribución de los sitios de unión para las
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endotelinasen la retina de rataes similar en los distintosexperimentos,esdecirque los

resultadosson reproducibles,y tambiénpermitecomparar,de una forma gráfica, los

resultadosobtenidosen la retinade los tres gruposde animales.Lógicamente,el perfil

dedensidadópticavaríasi la líneasobrela queseha medido setrasladaa lo largode la

retma,pero al estarestetejido organizadoen capas,hemospodido comprobarqueesos

cambios son mínimos si la retina no se encuentra alterada por el proceso de preparación

histológica, por lo que si el perfil se hace en una zona en la que la retina mantenga su

estructura, es representativo de todoslos puntosen quepuedarealizarse.

El análisis de los experimentosde microautorradiografíapermite detectar

alteracionesen la distribución de los receptoresde endotelina, en las secciones

procedentesde ojos de las ratasdiabéticas,en comparacióncon las del grupo control,a

los 90 días de la inducción de la diabetes.En las seccionesdel grupo diabético

incubadas en presencia de ‘251-ET-1, la densidad y distribución de los ~ranosde plata es

similar a la descritaenel grupocontrol, esdecirlos granossedistribuyensobretodas

las capasde la retina, apareciendocon unamayordensidadsobrela coroidesy las capas

internasde la retina. También,las seccionesincubadasen presenciade BQ123 y 56c

muestranuna mayorpresenciade receptoresETB que deETA en la retina de las ratas

diabéticasa los 90 díasde la inducción de la diabetescon STZ. Sin embargo,en las

seccionesdel grupodiabéticoincubadascon 125 I-ET-3 apareceuna mayorcantidadde

granosde plata sobre las capasinternasde la retina en comparacióncon el grupo

control, lo que sugiereuna mayorcantidadde receptoresETh en dichascapas,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 iá inducción de la

diabetescon aloxano,mediantetécnicasde microautorradiografíasimilares a las que

usamosen estetrabajo,lo que sugierequedurantela diabetesseproducenfactoresque

provocanuna sobreexpresiónde estereceptoren varios tejidos. Estos resultadosson

coherentescon los obtenidos en los experimentosde saturación, en los que,

previamente, hemos señalado un incremento de la densidad de los receptores ETB en las

membranasde la retinaneuralde las ratasdiabéticas,respectodelas controles.

El tratamientocon insulina revierteparcialmenteelefectode la diabetes,ya que,

adiferenciade lo que ocurreen las ratasdiabéticas,en las ratastratadascon insulina, a

los 15 días de la inducción de la diabetes, la densidad de receptores de 1251-ET- 1 es

parecida a la del grupo control, y además, entre los 15 y los 90 días tras la inducción de

la diabetes, la densidad de receptores de 151-ET-3 disminuye con el tiempo de forma
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paralela a como lo haceen el grupo control; sin embargo,no se observa una

disminuciónen la densidadde receptorespara‘~I-ET-1, entrelos 15y los 90 días tras

el tratamientocon STZ, como ocurreen el grupocontrol. La disminuciónde la densidad

de receptoresETh en las ratastratadascon insulina, a la vez que semantienemás o

menosconstantela densidadde receptorestotalesimplica un aumentode los receptores

ETA en este grupo de animales en comparacióncon el grupo: control. En los

experimentos de competición con los análogos específicos, aunque existe una mayor

proporciónde receptoresETA en el grupotratadocon insulina queen’ el grupocontrol,

no sedetectandiferenciassignificativasentrela proporciónde receptoresETA y ETB.

De acuerdo con los resultados de los experimentos de unión de iiadioligandos, los

experimentosde microautorradiografíamuestran,en las seccionesdel grupo de ratas

tratadascon insulina, y a diferenciade lo que ocurre en las seccionesde las ratas

controles,una mayordensidadde receptoresETA que de ETB, y que los receptores

ETA predominansobre la capa de células ganglionaresy sobrela capade conos y

bastones.

El incrementode los receptoresETA en la retina de las ratas tratadascon

insulina, que muestran los experimentos de unión de radioligandos y de

microautorradiografía, podría ser producido directamente por la insulina exógena, ya

que estahormonaaumentala expresióndel ARNm del receptorETA en diversostipos

de célulastanto iii vivo como itt vitro (Franky col., 1993).Porotra parte,estaalteración

podría ser debida a procesosmetabólicosdesencadenadoscomo consecuenciade la

administraciónde la insulina, puestoque no estásuficientementeclaró si la insulinaes

capaz, o no, de atravesar la barrera hematorretiniana. Existen evidencias de que la

insulina escapazde atravesarla barrerahematoencefálicamedianteun mecanismode

transporte mediado por su receptor (Pardridge y col., 1985), sin embargo, no se ha

podido demostrar que este mecanismo exista en la barrera hematorretiniana(Jamesy

col., 1983). Es interesanteresaltar que estudios electrofisiológicoshan permitido

detectar una alteración del potencial eléctrico de las neuronas retinianas in vivo

producida por la administración subcutánea de insulina, que sugieren la entrada de esta

hormonaen la retina desdela sangre(Lansel y col., 1997). El incrementode los

receptores ETAen las membranas de las células de la retina neural que se produce en el

grupo de ratas tratadas con insulina, podría provocar un aumento de la actividad

mitótica 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 señalar que el incremento en la

frecuenciadeapoptosisen las célulasdel tejido nerviosode la retinade rata,al mesdel

inicio de la diabetesexperimental,escorregido medianteel tratamientocon insulina

(Barber y col., 1998), efecto en el que podría 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 mecanismo mediado

por el receptor ETA y la activación de c-myc (Shichii 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 corregidas con el

posterior tratamientode estapatologíacon insulina, y que terminanpor originar las

alteracionesvascularescaracterísticasde las fasesposterioresde la retinopatíadiabética

si laenfermedadperduralo suficiente.Aunquesedesconocenlos cambioso los factores

que medianenesteproceso,el incrementode los receptoresETA que detectamosen la

retina neuralde las ratastratadascon insulina, podría tenerunaimplicación importante

en la progresión de la enfermedad y la insuficiente eficacia del tratamiento. La

importanciadel receptorETA en el desarrollo de las complicacionesasociadasa la

diabetesha sido puestade manifiestoporNakamuray col. (1996)que, en el riñón de

ratasdiabéticas,han detectadounasobreexpresiónde los genesc-fos, c-myc, y c-jun,

que están relacionadoscon la proliferación celular, y que el tratamiento con un

antagonistaespecificode los receptoresETA, haceque dichos genesse expresenen

niveles normales.Por otra parte Ohira y col. (1990), han mostradoque extractosde

reúnade ratasadultasposeenfactoressolublesqueproducenla proliferaciónitt vitro de

distintos tipos de células, como astrocitos, fibroblastos o células endoteiales,sin

embargolos extractosprocedentesde retinasisquémicas,en las que se observaun

incrementode la proliferación celular itt vivo, no presentanuna mayor actividad

mitótica sobrelos cultivos celulares,lo que lleva a estosautoresa concluir que las

causas de la proliferación celular en la reúna isquémica no reside solamente en la

liberación de factores de crecimiento, sino en otras características del tejido como

pueden ser la activación/incremento de la expresión de receptores o la disminución de la

presenciade inhibidoresde laproliferaciéncelular.

Es importanteseñalarque, en general,los resultadosque hemosobtenidoen los

experimentos de microautorradiografía son coherentes con los de saturación y

competición, pues en ambos se muestra un incremento de los receptores Efl en la

retina de las ratas diabéticas y una mayor presencia de receptores ETAen la de las ratas
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tratadascon insulina, en comparacióncon el grupo control, a pesarde que en los

experimentosde microautorradiografíaestá presenteel tejido vascular, que, sm

embargo,se elimina durantela preparaciónde las membranas.La alteración de la

densidady ladistribuciónde los receptoresen la retinade las ratasdiabéticasindica que

estos péptidos podrían estar implicados en el desarrollo de las alteraciones que en este

tejido se producen durante esta patología. 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 rápidamente tras la elevación de los niveles de glucosaen

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,seandebidasaepisodiosesporádicosdehiperglucemiaqueseproducendebido

a pequeñasalteracionesen la administración de la insulina, y que generan unas

condicionestóxicasen la retina que conel tiempodan lugara los procesospatológicos

que podemosobservar incluso en pacienteshumanos “correctamente” tratadoscon

insulina. Es posible que el incrementode los receptoresETA que detectamosen la

retina del grupo de ratasdiabéticastratadascon insulinaseaun importantefactoren la

patogénesisde la microangiopatíaretinianacaracterísticade las fasesavanzadasde la

diabetes.

Las alteraciones que se observan en la distribución de los receptores de

endotelinaen la retinade los animalesdiabéticosy tratadoscon insulina,no sondebidas

a cambios en la vascularizaciónde la retina puesto que como demuestranlos

experimentos de inmunohistoquimica no existen diferencias apreciables en la

distribución del antígenorelacionadocon el factor VIII decoagulación,entrela retina

de estos animales y la de los controles. La ausencia de neovascularización en la retina

de ratas diabéticas tratadas con STZya ha sido señalada por otros autores (Engerman y

col., 1982; Hammesy col., 1998), que la achacan a que estos animalesno viven el

tiemposuficienteparaquetengalugaresteproceso.

Los experimentos de unión covalente de afmidad (cross-linking) con 125 I-ET-1 y

con 125 J-ET-3 revelan la existencia de dos bandas con una masa mofrcular aparente de

52 y 34 KDa en las membranasde los tres grupos de animalesa los 90 días del

tratamientocon STZ. Estosresultadossonmuy similaresa los obtenidospor nuestro

grupoen la retinade ratasnormales(DeJuany col., 1993; 1995) y por otros autoresen

diferentes tejidos nerviosos (Ambar y col., 1990; Schvartz y coL, 1990; 1991). Schvartz
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y col. (1990)han demostrado,usandoproteasasen el medio de incubaciónen estetipo

de experimentos, que en membranas de cerebelobovino el polipéptido de 34 KDa es

una degradaciónproteolíticadel de 52 KDa. Porotra parte,Kozuka y col. (1991) han

purificado y secuenciadoparcialmentela bandade menorpesomolecularobservando

queguardaunagransimilitud ensusecuenciacon el receptordonadoporSakuraiy col.

(1990).Estosresultados,unidosal hechodequeel pesomolecularquécorrespondeala

bandaessimilar al pesomolecularpredichoparalos receptoresde endotelinasdonados

por Arai y col. (1990) y Sakuraiy col. (1990),permitensuponerquejel polipéptidode

52 K.Da debeserlamezclade los dostipos de receptoresde las endotélinaspresentesen

la retina de rata. La aparición del mismo patrón de bandasen los tres grupos de

animalesindica que en ambosse encuentranpresentesel mismo tipo de polipéptidos

encargados de la unión a las endote]inas. La unión covalentede afmidad no es un

métodocuantitativo,yaquesólo el 10% de los receptorespresentesen:un tejido seunen

covalentementea la hormonayodadaen un determinadoexperimento;y ese porcentaje

puedevariarinclusodentrode un mismo experimento(Zetterstromy col., 1992),por lo

que no esadecuadala comparaciónde los resultadosobtenidosentrelos tres gruposde

animalesni entrelas doshormonasyodadasutilizadas.

Las concentracionesplasmáticasde ET-1 valoradaspor radioinmunoanálisisa

los 90 días del tratamientocon STZ, demuestranque las ratasdiabéticastienenuna

concentración significativamente mayor que las del grupo control y el gmpo tratado con

insulina. No existeun acuerdosobresi los nivelesplasmáticosde Et-1 seencuentran

elevados durante la DM, puesto que mientras algunos autores han descrito una

elevacióndela ET-1-IR en el plasmade ratasdiabéticasa los tres mesésdel tratamiento

con STZ (Takeda y col., 1991), en otros trabajosno se observa’este incremento

(Takahashi y coL, 1991b).Es posible,que estasdiscrepanciasseandebidasal diferente

estado metabólico de los animales objeto de estudio, ya que existe una compleja

interrelación entre el sistema de las endotelinas, la insulina y la concentración

plasmática de glucosa; estudios in vdro han puesto de manifiesto que, por unaparte,la

insulina activa la síntesis y liberación de ET-1 desdelas células endoteliales(Hattori y

col., 1991;Oliver y col., 1991),y que,porotraparte,el efectodela glucosadependede

su concentración,ya que mientrasque elevadasconcentracionesde glucosainhiben la

liberación de ET- 1 (Hattori y col., 1991), a concentraciones ligeramente inferiores la

glucosaincrementala produccióndeET- 1 desdelas célulasendoteliales(Yamanuchiy

col., 1990). También, estudios iii vivo dan prueba de esta complejidad, pues en ratas
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diabéticas tratadas con STZ la expresión del gen de la ET-1 en el riñón, se encuentra

reducida y el tratamiento con insulina revierte este proceso (Shin y cM., 1995), aunque

los niveles plasmáticosde ET- 1 son similares en ambos grupos. Por otra parte, la

producciónbasalde ET-1 desdearterias mesentéricasaisladasde ratas diabéticases

superior a la que se produce en las arteriasaisladasde ratasnormales(Takeday coL,

1991), lo que indica que distintos tejidos parecen responder de manera diferente a las

condiciones metabólicas de la diabetes. De acuerdo con los datos del

radioinmunoanálisis, los resultados de los experimentos de inmunohistoquimica

utilizando el antisuero de conejo anti-ET- 1, demuestran que en la retina de las ratas

diabéticasexisteunamayorcantidadde ET-l-IR queen la delas ratascontrolesa los 90

díasde la inducciónde la diabetes,especialmenteen las capasmás internasde la retina

y en la capade fotorreceptores.Estos resultadosson similares a los presentadospor

Chakrabartiy col. (1997),quetambiénmuestranun incrementode la presenciade ET-

1-IR en todaslas capasde la retinade ratasBB/W de 8 mesescondiabetesespontánea.

El incrementode lapresenciadeET-l-IR enla retinapodríadebersea un aumentodela

cantidadde ET-1 queseincorporaala retina procedentede la sangre aunquetambién

podríaserdebidaa un incrementode la producciónde ET- 1 por las célulasde la retina.

Esteincrementode laET-1-IR indicaclaramente,junto con los cambiosen la densidad

de sus receptores,que el sistemade las endotelinasestáprofundameútealterado en la

retinadiabética.La ET-1-IR en el plasmadel grupode ratastratadascon insulinaa los

90 días de la inducción de la diabetes con STZno es significativamente diferente de la

del grupocontrol. Sin embargo,la distribuciónde ET-1-IR en la retina del grupo de

ratastratadascon insulina, obtenidamediantelos experimentosde inmunohistoquimica,

no coincidecon la queseobservaenel grupocontroL En el grupode fatastratadascon

insulina apareceuna mayor inmunorreactividaden la capade conosy bastonesy en la

capaplexiforme internaque en el grupocontrol, estadiferenciaimplica una alteración

en la producción de ET-l en la reúna de las ratas tratadas con insulina, que también

señalaqueel tratamientocon insulinano corrigetotalmentelas alteracionesprovocadas

por la diabetes en la retina.

Es conocido que los receptores de endotelinas presentes en los vasos retinianos

estánimplicadosen la regulacióndel flujo sanguíneode estetejido en la ratay otros

animalesde experimentación(Takei y col., 1993; Meyer y coL, 1993; Burseil y col.,

1995). También se ha podido demostrar que la ET-l, 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 fisiológicas normales, y que puede ser la responsable de las

alteraciones que se producen en la circulación retinianaen las primerasfasesde la

diabetes (Burseil y col., 1995; Takagi y col., 1996). En estesentido, se ha podido

comprobarqueel flujo sanguíneoen la retinaseve alteradodurantela diabetesy quelas

endotelinasjuegan una importantefunción en esteproceso,puestoque la inyección

intravitreal de ET-1 provoca una disminución del flujo retiniano similar al que se

observaen la retinade ratasdiabéticastratadascon STZ (Burseil y col., 1995).Por otra

parte, se ha demostrado que el tratamiento de ratas diabéticas con insulina normaliza el

flujo sanguíneo en la retina (Clermont y col., 1994). También existen estudios que

demuestran que el flujo sanguíneo se ve incrementado en la retina de la rata en fases

más avanzadas de la diabetes (Cringle y col., 1993).

Resulta interesante señalar que la hiperglucemiaproduceuna activación de la

PKC, debido principalmente a la síntesis de novo de DAG a partir de metabolitos

procedentes de la glucolisis, y que la PKCmedia en muchas de las alteraciones que se

producen como consecuencia de la diabetes, como los cambios en el grosor de la

membrana basal de los vasos, alteraciones de la permeabilidad vascular, y variaciones

en el flujo sanguíneo (ver Koya y col., (1998) para revisión). En lo referido a la reúna

diabética, la activación de la PKCproduce una disminución del flujo sanguíneo (Ishii y

col., 1996) en la retina de ratas diabéticas. Un mecanismo potencial, por el cual la

activación de la PKCprovoca vasoconstricción en la retina es mediante el incremento

de la expresión del ARNmde la ET-l puesto que Takagi y col. (1996) han demostrado

que sus niveles en la retina se incrementan durante la diabetes, a la vez que han

comprobadoque el flujo sanguíneoen la retina en estas ratas se incrementapor la

inyección intravitreal de BQ123, que antagoniza los receptores ETA, y con el

tratamiento con fosforamidón, que es un inhibidor de la ECE-1.

Sin embargo la función de los receptores de endotel.inas 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 parcialmente desconocido, aunque sin duda

juegan una importante función en la fisiología y la patofisiología de este tejido. Desde

un punto de vista funcional, las células de la retina neural podrían regular el flujo

sanguíneo en este tejido, puesto que existe una densa red de fibras nerviosas que rodean

a los vasos sanguíneos de la reúna, y de forma análoga a la propuesta por Lou y col.

(1987) para la regulación del flujo sanguíneo en la corteza cerebral, esias fibras podrían

segregar neurotransmisores o neuropéptidos implicados en la regulación del tono
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vascular de los microvasos retinianos. Las endotelinas, actuando sobre sus receptores,

podrían estar implicadas en la regulación del funcionamiento de estas fibras nerviosas

que a su vez se encargan de regular el flujo sanguíneo, ya que se ha señalado que las

endotelinas ejercen una función como neuromoduladores (Doherty , 1992). De esta

manera, es interesante considerar la idea de que el sistema de las endotelinas pueda

controlar el flujo sanguíneo por una doble vía: por una parte las endotelinas actuarían

directamente sobre los vasos sanguíneos produciendo vasoconstricción al actuar sobre

los receptoresETA presentesen las célulasmusculareslisas vascularesy vasodilatación

al actuar sobre los receptores ETB presentes en las células endoteliale~, y por otra parte

actuarían sobre las células nerviosas estimulando la producción de NO y otros factores

vasoactivos. Así se conseguiría un estrecho control del flujo sanguined y una regulación

del aportede oxígenoy nutrientesa las células.Lógicamente,la altetacióndel sistema

de las endotelinasque, tantoen el componentevascularcomo en el cómponenteneural

de la retina, se produce durante la diabetes experimental debe tener importantes

consecuencias en la autorregulación del flujo sanguíneo 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 patología.

También es interesante considerar la posibilidad, de que la alteración del sistema

de las endotelinas en la retina neural de rata que reflejamos en este trabajo, forme parte

de un proceso más amplio en el que se encuentren implicados otros factores de

crecimiento y péptidos activos que pueden intervenir en los acontecimientos

característicos de la retinopatía diabética. En especial, es interesante señalar la íntima

relación que parece existir entre las endotelinas y la familia del factor de crecimiento del

endotelio vascular (VE(IF), un grupo de péptidos que están 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 producción de VEGEpor las células musculares de los

vasos sanguíneos humanos en cultivo; por otra parte el VEGF, activa la expresión de la

enzima convertidora de endotelina (ECE- 1) en las células endotelialesbovinas en

cultivo (Matsuura y col., 1997) provocando un incremento de la presencia de

endote]inas en el medio. Si estos procesos tuvieran también lugar en la retina, el

incremento de la concentración de endotelinas, podría dar lugar a un sistema de

retroalimentación positiva, que incrementaría los niveles de endotelina y VEGF

provocando por si sólo la formación de nuevos vasos.
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En resumen, las endotelinas están presentes en la retina de rata, tejido en el que

deben cumplir una función fisiológica mediante la interacción 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

distribución de los receptores ETA y ETB cambia al inducirse esta pátología, a la vez

que se incrementala presenciade ET-1-IR en el plasmay en la tetina de las ratas

diabéticas. Y, por último, el tratamiento con insulina no corrige por completo dichas

alteraciones, ya que la densidad y la distribución de las receptores de estos péptidos en

la retina de ratas diabéticas tratadas con insulina presenta sensiblesdiferenciasen

relación con el de las ratas controles. En consecuencia, las endotelinas al interaccionar

con sus receptores deben intervenir en muchos de los procesos que tienen lugar durante

el desarrollo de la retinopatía diabética, ya que: a) debido a su efecto

vasodilatador/vasoconstrictor están implicadas en las alteraciones del flujo sanguíneo

que tienen lugar en la retina, b) puesto que son capaces de modificar la permeabilidad

de los vasos sanguíneos, podrían alterar las propiedades de la barrera hematorretiniana,

provocando la entrada en la retina de factores que están ausentes, o en distintas

concentraciones, en condiciones normales, c) debido a su función como

neuromoduladores (es posible, que incluso como neurotransmisores), regulando la

fisiología neuronal en la retina, podrían serresponsablesde algunasdé las alteraciones

fisiopatológicas en los procesos de la visión, d) en cuarto y último lugar, al tener un

efecto comitogénico sobre diversos tipos de células, podrían perturbar el ciclo celular de

las células de la tetina, provocando la muerte de algunas células, como los pericitos y

las neuronas, y la proliferación de otras, como las células gliales y endoteliales.
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6 CONCLUSIONES

1- Las endotelinas presentan dos tipos de sitios de unión en la retina neural de rata que

coinciden en sus características con los previamente descritos en la bibliografía como

ETA yETB.

2- La densidad de los sitios de unión para ‘251-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 días

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 membranasde retina de las ratasdel grupo control y del grupo de ratas
125diabéticas tratadas con insulina disminuye la densidad de los sitios de unión para 1-

ET-3, mientras que en las ratas diabéticas no tratadas este parámetro aumenta entre

los 15 y los 90 días 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 proporción de receptores ETA, mientras que en

el grupo de ratasdiabéticasno tratadasaumentala proporciónde receptoresETB

entre los 15 y los 90 días transcurridos desde el comienzo del experimento.

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

reúna en los tres grupos de ratas.

6- A los 90 días de la inducción de la diabetes con STZ, existe una mayor cantidad de

receptores ETB en las capas más internas de la reúna de las ratas diabéticas que en

las de las ratas controles. El tratamiento diario con insulina provoca un incremento

de la cantidad de receptores ETAen las capas más internas de la retina.

7- Los polipéptidos a los que se unen la ‘251-ET-1 y la ‘251-ET-3 en las’ membranas de la

retina neural de los tres grupos de ratas, a los 90 días de la inducción de la diabetes

conSTZ, presentanun parecidopesomolecular.
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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 ratasdiabéticastratadascon insulina la inmunorreactividaden dichas

capas es mayor que en el grupo control pero menor que el grupo de ratas diabéticas.

9- La concentración 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 días de la inducción de la diabetes.
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Big-ET-1
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CCB
CNE
CNI
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DAB
DAG
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E
ECE
EGF
ET-1, -2, -3
ETA
ETB
FGF
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1P3
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NOS
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PDGF
PGI2
PGE2
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PLD
PLL
PMSF
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Sóc
SDS
SEM

aminoácido
AngiotensinaII
Pro endo telina- 1
Densidad de receptores
Albúmina de suerobovino
Capa de células ganglionares
Capade conosy bastones
Capade núcleosexterna
Capa de núcleos interna
Coroides
3,3’ diaminobencidina
Diacilglicerol
DiabetesMellitus
Dimetil sulfóxido
Disuccinimidil suberato
Esclerótica
Enzimaconvertidorade endotelina
Factorde crecimientoepidérmico
Endotelina-l,-2, -3
Receptor de endoteIina tipo A
Receptordeendotelinatipo E
Factordecrecimientode fibroblastos
Grupode ratascontroles
Grupode ratasdiabéticas
Grupode ratasdiabéticastratadascon insulina
Inositoltrisfosfato
Inmunorreactivo
Constantede disociación
Metaloendopeptidasademembrana1
Óxido nítrico
Óxido nítrico sintasa
Electroforesisengeldepoliacrilamida
Factoractivantedeplaquetas
PéptidoAtrial Natriurético
Factorde crecimientoderivadode plaquetas
Prostaciclina
ProstaglandinaE2
Presiónintraocular
Proteína kinasa C
FosfolipasaA
FosfolipasaC
FosfolipasaD
Poli-L-Lisina
Fenilmetilsulfonilfluomro
Radioinmunoanálisis
Sarafotoxina 6 c
Sodio dodecilsulfato
Error estandar de la Media
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STZ Streptozotocina
TGFB Factordecrecimientotransformante13
TNFa Factor de necrosis tumoral a
TXA2 TromboxanoA2
VEGF Factordecrecimientodel endoteiovascular
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