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B. Introduccidn.

El conocimiento de la relevancia del endotelio en todes los aspectos
de la fisiologia ha significado un marcade avance en el progreso médico
de los Gltimos afios. La profundizacidn en la investigacidén endotelial
ha revolucionadc ideas con respecto al control del flujo sanguineo, la
presidn arterial o© el sistema de coagulacidn, asli como en la
patogénesis de 1la placa de ateroma, las vasculitis, el sindrome de
distress respiratorio o el control del crecimiento tumoral.

El papel endocrinoldgico del endotelio vascular, y su capacidad de
participar en la homeostasis cardiovascular ha sido objeto de intensa
investigacién en la Gltima década. Ya en 1952, el Prof. Jimenez Diaz
predijo la importancia de la pared vascular en el control de la presidn
arterial mediante experimentos en animales en los gque se lograba una
aumento de la presidn arterial mediante la c¢irculacidn cruzada, sin
influencia de la vasopresina o el sistema nervioso simpdtico (1). En
1976, 5. Moncada describid la presencia de prostaciclina en la pared
vascular (2), vy en 1980 Furchgott y Zawadzki (3) comunicaron el hecho
de que la wvasodilatacidn mediada por acetilcolina dependia de 1la
integridad del endotelio. De éstas dos observaciones iniciales se
siguieron mGltiples investigaciones sobre el papel del endotelio como
modulador del tono del musculo liso vascular, vy Su respuesta a agentes
farmacoldgicos, estimulos fisicldgices vy en situaciones patoldgicas

(4,5).



B.1. Factores vascdilatadores producidos por el endotelio.

La capacidad vasodilatadora de la acetilcolina (Ach) depende de
la integridad del endotelio vascular (2)}. Esta relacidén sistema
nerviosoc-endotelio, hoy se considera mediada por un grupo de sustancias
con capacidad para activar la enzima guanilatociclasa y acumular GMP
ciclico; ésta acumulacidn inhibe el el proceso contractil del misculo
liso vascular e induce a la relajacién (6). Estos factores,
inicialmente conocidos como factores relajantes derivados del endotelic
{EDRF), finalmente se consideraron con  idénticas  propiedades
farmacoldgicas al &xido nitriceo {NO) (7). Este mediador se sinietiza en
el endotelic, y es capaz de inducir acimulo de GMP ciclico en 1la
musculatura lisa wvascular y en las plaquetas (8); su capacidad
vasodilatadora es de corta duracién, estando su catabolismo inducido
por la enzima supercxido dismutasa, lo que indicaria gue es inactivada
por aniones superdxido (02-)(9); su accién se ve blogueada por
proteinas que poseen el nicleo heme (gue se unen al NO con gran afini-
dad), o el azul de metilenc (inhibidor de la enzima guanilateo ciclasa).
El NO es precducide a partir de L-arginina, mediante el paso por NO2- y
NO3-, cuya produccién implica NADPH y calcio (10). El papel del NO como
vasodilatador enddgenc ha sido establecido en experimentos en los que
se ha utilizado n-monometil l-arginina (1-NMMA), un inhibidor de 1la
produccidn de NO mediante &l blogues de la de NO2- y NO3- (11). La
administracién de 1-NMMA incrementa la presién de perfusidn coronaria e
inhibe la disminucidn de la presidn de perfusidn inducida por Ach en
estudics en corazdn animal aislade (12), asi como inhibe la produccién
de NO. TIgualmente, 1la perfusién de 1-NMMA eleva la presién arterial e

inhibe el efecto wvasodilatador de la Ach (13). A nivel de 1la



microcirculacién, el bloqueo de 1la preduccién de NO reduce la
conductancia en los territorios vasculares del rifidn, area mesentérica,
cardtida interna, vy extremidades en un 60% (14).

Existe una produccién constante de NO por parte de las arterias, lo
cual influye en su tono basal, mientras que 1la produccién en el
territorio wvenosc depende de la presencia de estimulos para su
formacion (15); se ha querido implicar con éste mecanismo el menor
indice de estenosis en injertos coronarios de arteria mamaria interna
con respecto a los de vena safena (16). Los estimulos para la
produccién de NC son abundantes y, aungue no se ha esclarecido de forma
definitiva, se considera gue la presencia de vascconstrictores (an-
gicotensina, endotelina), o} el estimulo nervioso simpatico
(noradrenalina), son los principales factores para su produccidn (9).
La vasodilatacién inducida por el aumento del flujo sanguineo, se
considera mediada por la produccidn de NO (17); los estimulos
mecdnicos, por tanto, come el flujo pulsatil o la presidn del flujo
sanguineo sobre la pared vascular, son elementos determinantes en la

produccién de NO (18).



B.2. Factores vasoconstrictores derivadoes del endotelio.
Endotelina

Las células endoteliales son capaces de producir contraccién del
mascule liso vascular adyacente, En 1985, Rubanyi y Vanhoutte (19),
demostraron gque la hipoxia originaba la produccidén de una sustancia
vasoconstrictora, cuya actividad no se modificada por la inhibicién de
la sintesis de prostaglandinas. Hasta la fecha, son 3 1los agentes
concocidos secretados por el endotelio con capacidad vasoconstrictora
{20). Uno de ellos se produce en relacidn con el aumento de la presidn
intravascular, el rozamiento, la hiperpotasemia, el iondforo de calcio
223187 y el &cido araguiddnico (21); se cree similar al tromboxano A2
(17} o a otroc derivade del metabolisme del Acido araguiddnico, como un
leucotrieno (22). No se ha establecide el papel de éste agente
vasoconstrictor ni su significado fisioldgico o en situaciones de
enfermedad.

Otro de los factores secretadeocs por el endotelio Jjuega un papel
determinante en la regulacidn del tono vascular en condiciones de
hipoxia {(23); se considera relacicnado con el anibén superdxido o alguna
especie similar de radicales libres. E1 anidén superdxido provoca
contracciones de 1la arteria basilar canina, siendc éstas de corta
duracion e inhibidas por la enzima superoxido dismutasa (23).

El tercer factor contrédctil fue descubierto en 1988 en el sobrenadante
del medio de cultivo de células del! endotelio vascular de aorta
porcina, por parte de Yanagisawa et al. (24), del grupo del Prof,
Masaki de la Universidad de Tsukuba, en Japén, quienes le aplicaron el
nombre de endotelina (ET). Hasta la fecha es la sustancia

vasoconstrictora mas potente conocida, con una potencia 10 veces



superior a la de la angiotengina 2. Su efecto contractil, a diferencia
del inducido por la hipoxia, es de comienzo gradual, y su efecto
sostenido y dificil de revertir (25). Se trata de una proteina de 21 aa
con 2 puentes disulfuro en su interior ({figura 1). Del analisis
genético (mRNA de ET) (26) se predijo la existencia de tres subtipos de
endotelina: ET-1 {(inicialmente identificada en el cerdc, con estructura
similar a la ET-1 humana), ET-2, con diferencias en 2 Aa, y ET-3, con 6
Aa diferentes a la ET-1, inicialmente considerada como la ET de 1la
rata. La ET-1 es la inica ET producida en el endotelio vascular, cuya
accidén fisioldgica parece superior en importancia a la ET-2, con mayor
capacidad vasoconstrictora, descrita fundamentalmente como de origen
renal (27); 1la ET-3 parece ligada al tejido nervioso (28). Existen
diferencias farmacoldgicas en cuantc a su capacidad wvasoconstrictora

(29); la ET-2 posee mayor capacidad vasoconstrictora, seguida de la ET-
1 y ET-3. Se han identificadoc distintos subtipos de receptores para
cada una de las formas de ET (30).

Existen similitudes entre la familia de las ET y un grupo de
sustancias encentrada en el veneno de algunas serpientes, las
sarafotoxinas (31), en concreto, la sarafotoxina 6B (32). Comparten una
estructura quimica similar, diferenciada en 7 Aa y una capacidad
vasoconstrictora potente y sostenida (33). La relacidén de ambos
péptidos en la escala evolutiva animal se ve apoyada por el hecho de
gue posiblemente pertenezcan a la misma familia genética (32), aunque
el mRNA de 1la sarafotoxina 6B sd6loc ha sido identificada en las
glandulas exocrinas productoras del veneno de la serpiente (22), sin

relacién alguna con el endotelio vascular.
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El polipéptide vasoconstrictor intestinal (VIC) posee simlitud
estructural con respecto a la ET-1, de la que se diferencia tan sdlo en
3 Aa (470). Sus accicnes bioldgicas son similares a las de ET-1 (471),
aungue posee una mayor capacidad para inducir contraccidédn intestinal vy
comparativamente es menos potente para provocar vasoconstriccidn de
segmentos arteriales que la ET-1 (472),.

La secreccibn de ET-t estd codificada en el ser humanc en el cromosoma
6 (24,34}). Deriva de un precursor peptidico de 203 Aa
{preproendotelina), que es fragmentado en el interior de 1la célula
endotelial poco después de la translacién (24). Esto origina una
proteina de 39 Aa llamada ET grande o Big-ET (35). Esta a su vez es
convertida a ET-1 mediante una enzima converscra de endctelina (ECE)
(36,37), con 1la produccién de un fragmento carboxi-terminal! medible,
considerado similar a la produccidn de insulina y péptido C (38,39).
Se ha demostradec capacidad vasocenstrictora de la Big ET-1  (40), que
sin embarge es mucho menor gue el de la ET-1 (41). La importancia de la
ECE en la formacidén de la ET-1 es por tante fundamental para la
expresidén de su maxima potencia vasoconstrictora. Se ha identificade la
ECE en la membrana celular y el citosel de las células endoteliales
(42}, con una actividad de proteasa neutra similar a la de la catepsina
D (43-45).

La ET fue descrita inicialmente como un producto solo de las células
endoteliales (24). En estudios realizados con ET marcada con 125-I, se
aprecia <que los lugares con maxima afinidad se encuentran localizados
en el pulmdn, higade y el rifdén (46). Mediante andlisis de
hibridizacidén del DNA, se ha comprobado expresitn genética del DNA de

ET en el rifidn, ojos, pulmén, y cerebelo (47). Las células endoteliales
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de aorta y glomerules renales expresan mRNA de ET (48). Se han
identificado receptores de ET en células del miscule liso vascular
{(MLV) (49), adrenales (50), gloméruleos, papila y asas vasculares
renales (48}, c¢élulas miocédrdicas (51), placenta humana (52), UGtero
{53), arterias coronarias, vasos pulmonares, misculo liso bronquial y
nervios periférices (54), vy ostechlastos (55). TIgualmente, en los
ganglios basales y tronce cerebral (56), y células de la médula espinal
(57). Esta extensa difusidén de receptores sugiere que la ET juega un
papel determinate en la regulacidn del tonc del misculo liso vascular
{58,59). Se ha comprobado gque los macrdéfagos son capaces de producir ET
{60); Sunto con su capacidad para estimular la sintesis de DNA en las
células de MLV (61} y fibroblastos (62), y actuar como factor de
crecimiento de células tumorales en cultivo (63), se ha sugerido gue la
ET ejerce un papel de regulador local de determinados ambientes
bioldgicos, o mediador quimico de funciones ain mas complejas gue el

puro control del tono vascular (64)
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La presencia de RNA mensajero codificado para la preproendotelina en
el interior de las células endoteliales ofrece evidencia suficiente
para confirmar la capacidad del endotelio para generar ET (24). Se ha
comprobado ampliamente la capacidad del endotelio cultivado de generar
ET, en diferentes especies, como cerdos, ratas, y humanos (65).

El mecanismo exacto de la produccidén de ET permanece ain sin aclarar.
La figura 2 ofrece un esquema de los mediadores implicados en su
secreccidbn.

El analisis ultraestructural con el uso del microscopio electrénico
demuestra que las células endoteliales no poseen un nOmero importante
de granulos secretorios (66), lo que sugiere que la ET se genera de
novo en funcién de la presencia de estimulos. Los extractos de células
endoteliales que secretan péptidos vasomotores, poseen escasa capacidad
vasoconstrictora (67), lo que apoya la idea de que que existe poca
acumulacién de péptidos preformados. Se cree gue el control de la
secreccidén de ET estd controlado a nivel de la transcripcidén del RNA
mensajero de la preproET (24).

La produccion de ET puede estimularse por adrenalina, angiotensina II,
vasopresina, factor de crecimiento beta (68), trombina (69) y el
iondforo de calcio A23187 (24). La administracidn de endotoxina, tantoe
in vivo como in vitro, estimula la secrecidn de ET (70). En las células
endoteliales en cultivo, sometidas a un incremento mantenide de 1la
presidén, se puede apreciar un aumento de la c¢antidad de mRNA de
preproET y de ET (71,72). 8Se ha descrito que la hipoxia es capaz de

estimular la secrecidén de ET (73), aunque en la vasoconstriccidn
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mediada por 1la hipoxia es posible gque contribuyan otros péptidos no
relacionados con la ET ({23) por la corta duracidén de su efecto.
Recientemente se ha descrito que factores enddgenos similares al
digital (ODC1 y 0DC2), con capacidad natriurética e inotrdpica
positiva, estimulan igualmente la secrecidn de ET (74). En este campo

es necesaria una mayor investigacidn.
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B.2.b. Mecanismo de accidén de 1

ET.

Tras su secreccidn la ET se fija a receptores especificos de alta
afinidad -ETa-(75). Estos receptores se diferencian de otros de baja
afinidad -ETh-, que conparten las tres formas de ET y las sarafotoxinas
{76-80), y gue en general estédn relacionades con un efecto
vasorelajante transitorio (81). La unidn con los receptores ETa activa
la fosfolipasa C para generar incsitol trifosfato y diacilglicerol (82-
85), que a su vez estimula la liberacidén de calcio del compartimento
intracelular y el influjo de calcio al interior de 1la célula (85-88);
éste mecanismo implica la apertura de canales de cloro (89), con la
consiguiente depolarizacidn de la membrana celular, vy la activacién de
los canales del calcio dependientes de voltaje (90,91}, La acumulacién
de Qiacilglicerol activa la protein kinasa C y ésta a su vez, la
fosforilacidén de las cadenas ligeras de la miosina para iniciar la
contraccidn de la fibra muscular lisa (92-95).

Se ha comprobade gque tras la unién de la ET a sug receptores
especificos se estimula la fosfolipasa A2 para la generacidn de Acido
araquidénico a partir de fosfolipides de la membrana (473); la ET
estimula igualmente el intercambio Na+/H+, con alcalinizacién del
espacio intracelular {(474). Ambos mecanismos, junto con la apertura de
canales de calcio dependientes del receptor de ET (475), probablemente
influyan en el mecanismo de accién de ET, que se representa
esquematicamente en la figura 3.

La degradacidén de la ET se relacicna con la actividad de 1la
endopeptidasa neutra, una enzima involucrada en la degradacidén de otras

sustancias peptidicas (463), La endopeptidasa neutra NEP EC.3.4.24.11
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es una enzima de membrana que se encuentra distribuida extensamente en
el rindn, pulmdn, cerebro, células endoteliales, tiroides, intestino,
neutrdfilos y  otros tejidos; se ha comprobado que ejerce una clara
accidon de endotelinasa, especialmente en el rinén y territorio

pulmoenar {(464).
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B.2.c. Efectos biolégicos de la Endotelina.

Aunque se cree que el papel mas importante de la ET es como mediador
local intercelular (64), existe evidencia en la actualidad para sugerir
que la ET podria intervenir como hormona circulante involucrada en el
tono wvascular (96,97). Los niveles plasmaticos de ET en sujetos
normales oscilan entre 0,26-5 pg/ml (98-100). En nuestro laboratorio el
valor de ET en sujetos sancs es de 0,54#0,1 pg/ml. Los RIA mas
perfeccionados son capaces de medir valores inferiores a 0,1 pg/ml
{101); en éstos, el determinante antigénico utilizado es la regién
carboxi-terminal de la molécula de ET, que es la esencial para la
accidn del péptide (102). Se ha comprobado que los niveles plasmiticos
de ET encontrados en situaciones fisiopatoldgicas ejercen accién
biolégica (97), vy gue intervienen en la regulacién de las funciones
cardiovascular y endocrina. Cuando los niveles plasmaticos de ET
oscilan alrededor de 12 pg/ml, cifra similar a 1la encontrada en
diferentes patologias (103), predominan los efectes cardiovasculares,
en concreto disminucidn de la frecuencia y gasto cardiacos, ¥
vasoconstriccidn sistémica, preferentemente renal. Aplicada en animales
a dosis farmacocldgicas (50 ng/Kg/min)(104), se observa una elevacidn
gostenida de la presibn arterial y un aumento en las resistencias
¢oronarias, junto con disminucidén del gasto cardiaco; el flujo
plasmiatico renal y el filtrado glomerular se ven marcadamente
reducidos, con una marcada disminucién en la excreccidn fraccicnal de
sodio y una elevacidon de la actividad de renina plasmatica,
aldosterona, vascpresina y ANF. La interrelacién con factores

vasodilatadores, en especial ANF y NO (465,466), determina la intensi-
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dad de su efecto; la complejidad de éstas relaciones es aifin mas marcada
probablemente a nivel de la circulacién local (22,64}, donde se
considera que la ET ejerce su mayor papel vasoconstricter. La ET ejerce
una accidén importante como agonista de otros agentes vasoconstrictores

(477,478).
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B.2.d. Acciones cardicgvasculares.

La ET es el vasoconstrictor mas potente conocido (24), y su
administracién a segmentos vasculares in vitro, tanto en humanos como
en animales, provoca una intensa y prolongada vasoconstriccidon (105-
108). La accidén de la ET es mas potente en venas que en arterias; las
venas de forma caracteristica se contraen con menos dosis de ET gue las
arterias (109,110). La dosis minima capaz de originar contraccidén de
segmentos vasculares oscila entre 10 pM a 10 nM de ET-1 (111). Existe
una relacidn inversa entre el calibre del vaso y la maxima contraccidn
originada por ET (112), lo que apoya el efecto vasoconstrictor de ésta
preferentemente sobre la microcirculacién. Entre los tipos de ET, La
ET2 es la mas potente en cuanto a capacidad contractil, seguida de la
ET1 vy la ET3 (26). La presencia de endotelio es imprescindible para
modular la accidn de ET (113): en segmentos vasculares con endctelio
integro, se reduce la accién contractil de la ET en comparacidén con
aquellos con endotelio denudado, en los gue la contraccién es méxima
{(114-1186) .

La accién vasoconstrictora de la ET se ha demostrado a nivel de 1la
microcirculacidn coronaria (117), renal {118), mesentérica (119,120},
cerebral (121-123), ocular (124) y cutadnea (125,126). Diferentes lechos
vasculares muestran una especial sensibilidad a la accién de la ET,
segun se aprecia por los diferentes cambios en la resistencia tras la
administracién de ET; el Area renal es el mas sensible a la accidn de
la ET (127), con marcada reduccidn del flujo plasmatico renal que se
mantiene de forma prolongada tras su infusién. En la circulacién

coronaria, la ET provoca un marcado incremento dosis-dependiente de 1la
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regsistencia, aungue el flujo sanguinec coronario se mantiene en las
dosis que reducen el flujo renal (127). En el territorio wvascular
mesentérico y el de las extremidades inferiores se aprecia un marcado
efecto contractil, precedido c¢on frecuencia de una fagse vasodilatadora
{128); ésta fase 1inicial ascciada a disminucidn de las resistencias
vasculares periféricas se aprecia igualmente en las arterias femorales
y bronquiales (107), y es especialmente marcada en gatos, en los que la
administracién de ET en bolus origina disminucion de las resistencias
vasculares periféricas (129). Estas diferencias entre areas vasculares
y especies, probablemente se explique por diferencias entre el niumero
de receptores y su afinidad, o por la coexistente presgsencia de factores
relajantes vasculares que antagonizan la accion de la ET (130).

Se ha demostrado una especial sensibilidad genética a la accién de ET;
los segmentos arteriales en cultive de ratas genéticamente hipertensas
{ratas Wistar Kyoto) responden de forma excepciocnal a la adicidén de ET
al medio (131). En éste sentido, cabe destacar que la inhibicion de la
enzima convertidora de ET ceon fosforamidén, es capaz de disminuir la
presidn arterial en éste tipo de ratas (132), lo gue apoyaria el papel
de 1la ET como agente involucrado en la patogenia de la hipertensién
arterial esencial (22).

La adminigtracion en voluntarios humanos de ET a dosis tan bajas como
10 pmol a 10 nmel/min en la arteria braguial provoca disminucidn
marcada del flujo sanguineo del antebrazo, dosis-dependiente (133). La
inyeccidén intradérmica de 1-100 pmol de ET-1 en el antebrazo origina
intensa wvasocongtriccidén en el lugar de la inyeccidn, que se mantiene
durante mas de 24 horas, asi como un halo de vascdilatacién a su
alrededor, probablemente debida a un reflejo axcnal (126).

La administracidn intravenosa de ET en bolus o en perfusidn continua
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produce de forma caracteristica elevacidn de la presidn arterial (134);
la primera fase de su accidn es de vasodilatacidn, de corta duracidn,
seguida de  otra, prolongada, de marcada vasoconsiriccidn
{(104,127,128,135). Esa primera fase se considera relacionada con la
liberacién por parte del endotelio de factores vasodilatadores come NO,
ANF y prostaciclina {136). El efecto vasoconstrictor observado tras la
administracién de ET es dosis-dependiente, con pico maximo a los 45
minutos (104). La elevacidén de 1la presidén arterial es debida a
vasoconstricecidén, que origina aumento de las resistencias vasculares
periféricas (127,135). E1l efecto hipertensivo de 1a ET se mantiene
durante mas de una hora tras la administracidén de una dosis Gnica en
bolus (26), y se asocia a disminucidn del gasto cardiaco y bradicardia,
junto con incremento de la presidn en la auricula izquierda, sin
modificarse la presidn en la auricula derecha (127,128,135). El blogueo
ganglionar atenta el descenso del gasto cardiaco y la bradicardia
{134), por 1lo qgue se cree que los efectos cardiacos de la ET estan
mediados en parte a través de vias reflejas autondmicas que responden
al incremento de las resistencias vasculares periféricas (137). Se ha
descrito, sin embargo, que la ET es capaz de modular la actividad de
los barorreceptores (138), lo gque reforzaria la accidén local del
péptido, produciendo vasodilatacidn a dosis bajas y vasoconstriccidn a
dosis altas. Es posible, en todo caso, que la ET ejerza un papel
directo sobre la capacidad contractil de las células miocardicas, vya
que in wvitro provoca efectos inotropicos (139,140) y cronotrdpicos
(141) positivos. La ET provoca un mayor efecto inotrdpico sobre las
auriculas gue sobre los ventriculos (142), contribuyendo quizid en 1la

intensidad de la sistole auricular.
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B.2.e. Acciones pulmonares.

Las células endoteliales de la macre y microvasculatura pulmonar
producen ET1 y ET3 (143), asi como el epitelic respiratorio bronquial
(144,145). Existen miltiples zonas de captacidn de ET marcada, gque se
distribuyen de forma homogénea per ambes pulmones (53). Se ha sugerido
que el pulmdn ejerce funciones de aclaramiento plasmiAtico de endotelina
(146-148), al apreciarse que mas del 50% de la dosis de ET administrada
a animales de laboratoric es extraida en su primer paso por el pulmén.
La vasculatura pulmonar es altamente sensible a la accién
vasoconstrictora de la ET-1 (149-150), asi como a la de ET-2 y ET-3
(151). EL mecanismo de produccién de vasoconstriccidén y edema pulmonar
reside en su capacidad para contraer venas pulmonares, mediante 1la
generacién de tromboxano A2 (152). En condicicnes de hipoxia, se
produce vasoconstriccidén pulmonar sélo en el caso de encontrarse
integro el endotelio (153}, mecanismo que es capaz de ser blogueado
mediante antagonistas del calcio ({154). Se han descrito niveles
plasmiaticos elevados en pacientes con hipertensidn pulmonar primaria;
la similitud de los hallazgos hemodindmicos e histoldgicos apreciados
en ésta enfermedad y los observados tras la administracidén de ET, han
hecho considerar a la ET como un mecanismo patogénico primordial en la
hipertensién pulmonar (155). En éste sindrome se ha descrito por otra
parte marcada disfuncién endotelial (456), con secreccidén reducida de
prostaciclina y oxido nitrico (457,458).

La ET es capaz de producir broncoconstriccidn, tanto in vivo como in
vitro {156-158), habiéndose descritc aumento de los niveles plasmiticos

de ET en pacientes asmaticos {(159), concentraciones elavadas de ET en
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el lavado bronquicalveolar en pacientes en el seno de graves crisis de
asma (160), y aumento de la inmunoreactividad de ET en biopsias
pulmonares de éstos pacientes (161). Igualmente, 1la ET es capaz de
estimular la actividad de la 15-lipooxigenasa {(162), incrementando la
sintegis del acidec 15-hidroxi-eicosatetraenciceo, Qque posee una fuerte
capacidad guimiotactica para los leucocitos, especialmente eosinéfilos.
Todos éstos datos inducen a pensar gue la ET juega un papel relevante
en el mecanismo de vasoconstriccién pulmonar, y de broncoconstriceidn

en situaciones patoldgicas.



23

B.2.f., Acciones renales.

La ET incrementa de forma notable 1la resistencia vascular renal
(104,106,128), siendo éste area vascular diez veces mas sensible a la
accidn vasoconstrictora de la ET gue otros territorios (163). Los
estudios autorradiograficos han mostrado una alta densidad de
receptores de ET en la arteria y vena renales, arteria arcuata,
interlobular, oville vascular, glomérulo y papila renal {(164). Se ha
detectado nmRNA de ET en regiones corticales y medulares renales (165).
Bl efecto fundamental de la administracidn de ET, sobre el rifidn, es el
incremento en la resistencia vascular, disminucidén del flujo sanguinec
renal, y disminucidn del filirado glomerular (104,166-168). Este (ltimo
efecto estd influido igualmente por la capacidad de la ET para contraer
células mesangiales (169}, produciendo vasoconstriccién capilar
glomerular v descenso del coeficiente de ultrafiltracidn (170-171). La
ET induce igualmente reduccidn en el velumen urinario y en la
excreccion fraccional de sedic y litio, en relacidn con su capacidad de
aumentar la reabscrcién de scdic y agua desde el tibulc proximal (172).
La accién de la ET sobre el rifidn es tipicamente antinatriurética,
dosis dependiente, de efecto sostenido en el tiempo, y dificilmente
reversible (104), aungue es atenuada parcialmente con ANF (173),
nitroglicerina (174), y verapamil (175).

La ET in vitro inhibe 1la secreccidn de renina (176-178}; sin embargo,
trag la administracién de ET a animales de laboratorio se aprecia un
aumento en la actividad de renina plasmatica (104,127). Es pesible que
la ET 1influya sobre ésta mediante diferentes mecanismos, tanto

directamente come indirectamente a través del cambio en la
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concentracidén de sodic en la macula densa, o por medio de la variacidn
en la presidn arterial glomerular (137).

Se han descrito niveles plasmaticos elevados de ET en la insuficiencia
renal aguda (179), considerandose un factor relevante en la génesis de
la insuficiencia renal prerrenal (180). ¥z posible que la ET esté
involucrada de forma importante en la génesis de la insuficiencia renal
postisquémica, al haberse comprobadce gue los anticuerpos anti-ET son
capaces de mejorar el filtrado glomerular y el flujo plasmatico renal
en un modelc experimental de lesidn renal isquémica (118).

Se ha implicado a la ET como agente mediador de la toxicidad renal de
la ciclosporina & {CyA), pues la CyA aumenta los niveles plasmiticos de
ET (181), estimula su produccidn in vitre (182), vy la infusidn de
anticuerpos neutralizantes anti-ET previene del dafic glomerular y la
proliferacidén del midsculo liso vascular asociade al tratamiento con CyA
{183). La CyA, por otra parte, es capaz de lesionar las células
endoteliales mantenidas en cultivo, produciendc lisis y despegamiento
celular {449). Se ha sugerido un papel importante de la ET en el
rechazo wvascular del transplante renal en pacientes tratados con CyA
(450), aungue no se es posible relacionar por complete los niveles de
ET con 1la HTA que se apregia con una frecuencia en pacientes
transplantados cardiacos tratados con CyA (451}).

Se han descrito niveles elevados de endotelina urinaria en casos de
nefrotoxicidad inducida por cisplatino (184).

Se ha sugerido que la ET Jjuega un papel relevante en la
glomerulonefritis (185), pues la administracién de agentes
proinflamaterios en el glomérulo renal, como anadlogos del tromboxanc A2
o factor transformador del crecimientoe beta (TGF-B), estimulan la

sintesis de mRNA de ET y la secreccidn del péptide (186).
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B.2.g. Acciones endocrinolégicas.

Se considera que la ET ejerce funciones predominantemente como hormona
de la microcirculacién, sintetizada por células especificas
endoteliales o epiteliales, vy actuando de forma autccrina ¢ paracrina
en células diana adyacentes. El hecho de su corta vida media y su
aclaramiento en un primer pasc por el pulmdn son hechos que lo apoyan
{(187). 8Sin embargc, es posible que en determinadas circunstancias, la
ET se libere a la circulacidn y actie como c¢lisica hormeona circulante.

Aungue su principal accidn sea su capacidad vasoconstrictora, la ET
ejerce efectos indirectos a través de interacciones con diversos
sistemas endocrinos. La infusidn de ET en animales produce un réapido
aumento en los niveles de ANF, renina, aldosterona, vy catecolaminas
circulantes (104,127). Existe una relacidn inversa entre ET vy ANF,
actuando ésta como contraregulador de la accién presora de la ET

(188,189). Existen Areas de captacidén de ET marcada en las glandulas
suprarrenales (190), vy el hallazge de zonas de alta densidad en las
zonas glomerulosa y en la médula (50), sugiere la posibilidad de que la
ET modula en parte la biosintesis de aldosterona y catecolaminas (50).
Células de la zona glomerulosa suprarrenal en cultivo incrementan la
sintesis de aldosterona en presencia de ET (191). La angiotensina II
modula la accidn presora de la ET mediante una disminucidn del nOmero
de sus receptores (192); sin embargo, 1la AG II estimula la secreccidn
de ET y por tanto aumenta la contractilidad de las arterias de ratas
espontaneamente hipertensas (467). Igualmente, células adrenales
cromafines en cultive incrementan la sintesis de epinefrina y

norepinefrina tras la adicion de ET (193). Se ha comprobado que tras
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incubacidn con decis bajas de ET, se incrementa el efecto presor de la
norepinefrina sobre arterias mesentéricas en cultivo {(194),
consideridndose gque la ET es capaz de modular la transmisidén nerviosa
simp&tica mesentérica (195). Ya se ha descrito el efecto inhibidor in
vitre (176), estimulador in vive (104), sobre la actividad de renina
plasmatica. Es posible, por tanto, gue la accién de la ET sobre otros
sistemas de mantenimiento de la presién arterial sea directo, y no
influide por los efectos hemodinamicos de la ET, ya que ésta ejerce un
efecto presor, 1lo que al menos teoricamente disminuiria la actividad
del sgistema renina-angiotensina-aldosterona.

Se ha descrito una accidn estimulante de la ET sobre el eje
hipotalamo-hipofisario-adrenal, en el contexto del posible papel como
neuropéptide de la ET, especialmente ET-3. La administracién
intravenosa de ET-3 origina un aumento de ACTH y corticosterona similar
al producido por CRH, que se bleguea mediante antagonistas de CRH
{196). Igualmente, es capaz de estimular la secreccién de GnRH
hipotaldmica (hormona liberadora de gonadotropinas), y gonadotropinas
hipefisarias (197). La ET-3 es capaz de inhibir la secreccidén de
prolactina de células de la hipbfisis anterior en cultive, sin
modificar 1la de hormona de crecimiento (GH), estimulante del tiroides
(TSH), o luteinizante (LH) (198). Se ha demostradc mRNA de ET e
inmunoreactividad para ET en neuronas de los nucleos suprabptico vy
paraventricular, gque se atenuaba significativamente en condiciones de
deprivacién de agua (199); ésto sugiere que la ET ejerce funciones
reguladoras sobre las hormonas de la neurchipdfisis, la oxitocina y la
vasopresina, aungue los mecanismos de control estén ain descritocs de

forma incompleta.
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B.2.h. Acciones neurclégicas.

Las acciones de la ET sobre el sistema nervioso pueden considerarse
desde el punto de vista vascular, o sea, la capacidad de la ET de
contraer arterias y venas del sistema nervioso, y desde el punto de
vista de la neurotransimsidn, ya que Se considera que la ET,
especialmente la ET3, ejerce funcicnes como neuromodulador.

Existen abundantes =zonas de captacidén de ET de alta afinidad en el
sistema nervioso, especialmente en el hipoté&lamo, corteza cerebrai,
hipocampo, medula obklonga, y médula espinal (57,200-204), y se ha
demostrado inmunoreactividad de ET-1 en el liguide cefalorraguideo
humano (LCR} (205). Se ha comprobado un efecto vasoconstrictor de la ET
sobre arterias cerebrales, de larga duracidn, por un mecanismo calcio-
dependiente (206,207), que se puede atenuar con verapamil (208). EIl
efecto contractil inducido por ET es tanto endotelio-dependiente, como
independiente, probablemente mediado por tromboxanc A2 (209). El efecto
vasoconstrictor es mas petente sobre arterias de la piamadre que sobre
venas, y sobre ramas de la arteria meningea media y temporal
superficial (210). Se han demostrado efectos scbre la microcirculacién
cortical cerebral tras la administracidn de ET-1 a través de la arteria
carbtida interna. A dosis altas es capaz de producir vasoconstriccién
cortical, junto con elevacién de la presidén arterial y las resistencias
vasculares (211); las inyecciones intracorticales de ET inducen
prolongadas reducciones de del flujo cortical, sin modificar la presidn
arterial (211). Se ha comprobado una disminucién en el flujo sanguineo
a los plexos coroideos tras la administracidn intravenosa de ET, sin

modificar el flujo cerebral (212), lo gue sugiere un papel de la ET
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sobre la produccidn de LCR.

En otros estudios se ha demostrado un escasc efecto sobre el tono de
la arteria basilar tras la administracidén de ET a través de la arteria
vertebral, a diferencia del efecto contractil obtenide tras la
administracién de ET intracisternal {(213), lo que induce a pensar gue
la ET actia en el sistema nervioso a través del lado adventicial pero
neo intraluminal; estudios con ET marcada administrada por via
intravenosa no han demostrado captacidn en el sistema nervioso central,
excepto en Areas con ruptura de la barrera hematoencefalica (BHE)
(214). El elevado peso mnmolecular de la ET (2491,9 daltoens),
probablemente impida circular libremente az la ET a través del endotelio
y la BHE (26).

El1 papel de la ET como neuropéptidec estd basade en la demostracién de
mRNA de ET en regicnes del sistema nerviose (215) y en la capacidad de
depclarizar células neurcnales en cultive (216). La administracidn
intratecal de ET induce cambios importantes en el comportamiento de los
animales, gque adoptan una compleja actitud de "barrel-rolling"
(217,218). Ya sge ha comentade la capacidad moduladora de la ET en 1la
secreccidén de ACTH, FSH, LH, y prolactina {(197), y su influencia en 1la
secreccidén de oxitocina y vasopresina (199, 219). Se han apreciado
niveles elevados de ET en LCR de pacientes con depresidn mayor {220).
Es posible que la ET influya en el control central de la tensidn
arterial; se ha demostrado que la administracién intratecal de ET a
dosis altas, eleva la presién arterial, la frecuencia cardiaca y los
niveles plasmiticos de catecolaminas (221); éste efecto esté quizas
mediado por la isguemia, ya que, en otros estudies, la administracifn
intracisternal de ET en dosis en rango  picomelar, produce

vasodilatacidn periférica y descenso de la presidn arterial (222).
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Aunque la capacidad presora de la ET-1 es superior a la de ET-3 en
vasos periféricos, posee similar potencia en cuanto al control de 1la
presidén arterial administrada por via intratecal (222).

Se ha invelucrado a la ET como agente mediador del vascespasmo tras la
hemorragia subaracnoidea (HSA) (223,224), al comprobar marcado
vasoespasmo en la arterografia de animalegs a logs gque sge habia
administrade ET por via intravenosa o intracisternmal (206)., Se han
comprobado hallazgos histoldgicos similares en autopsias de pacientes
con HSA y vasocespasmo (225), y en animales sometidos a2 administracién
continua de ET intracisternal (226). La respuesta vasoconstrictora a la
ET es superior en segmentos arteriales de ratas sometidas a HSA frente
a controles (227). 5e han demostrado niveles plasmaticos elevados de
ET1 (228) en pacientes con HSA y vasoesgpasmo. Aungue éstos hallazgos no
se han confirmadc en otras series de pacientes (229), es posible gque la
ET, junto con otros péptidos de caracter vasoconstricter, como 1la
serotonina, prostaglandinas o catecolaminas, se encuentre invelucrada

en las alteraciones vasomotoras gue siguen a la HSA.
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B.2.i. Otras acciones bicldgicas de la ET.

Una de 1las acciones de la ET con importancia muy relevante en el
ambito de las enfermedades cardiovasculares, es su capacidad para
estimular el crecimiento celular. 8Se ha demostrado que la ET posee
actividad mitogénica (230); ésto se ha comprobado en células del
misculo liso vascular, fibroblastos, células mesangiales glomerulares,
y c¢élulas carcinomatosas humanas (60-62,231-237); esta capacidad
mitogénica se relaciona con el estado fenotipico de las células, siendo
mayor su efecto en las del misculo lisc wvascular que muestran un
fenotipo contractil (238). No se concce con precisidén la importancia
bioldgica de la mitogénesis inducida por ET, pero, al igual que otros
péptidos reguladores, podria intervenir en la remodelacidén glomerular
asociada a la inflamacién, o en otras respuestas adaptativas del
endotelio al danc vascular, incluida la hipertensién. La ET incrementa
la transcripcién de los protooncogenes c-fos y c-myc en el musculo liso
vascular (61,235), mecanismos asociadoes habitualmente a la
proliferacién celular, y estimula la sintesis de DNA en células
endoteliales (239), en fibroblastos (240) v en células miocardicas
{241). Estos hallazgos sugieren que la ET podria desempefar un papel en
el desarrollo de 1las lesiones trdficas gue se aprecian en la
arteriosclerosis (242), y quizd en la patogenia de la hipertrofia
ventricular izquierda de la hipertensidn arterial.

Se ha descrito un efecto lesivo para la mucosa gastrica por parte de
la ET, potenciada por indometacina (243-244).

En pacientes con cirrosis hepdtica se han descrito niveles elevados de

ET, especialmente en situacicnes de ascitis o insuficiencia renal
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funcional (452,453), aunque otros autores han apreciade niveles
normales (263), o© inclusoc bajos con respecto a controles sanos (454).
Es muy probable que la ET ejerza un papel importante en la
figiopatologia de la hipertensidén portal, ascitis e insuficiencia renal
funcional, ya que otros agentes vasodilatadores de efecto antagdnico a
la ET, como el NO o prostaciclina, influyen notablemente en 1la
vasodilatacién esplicnica que de manera constante ge aprecia en
estadios avanzados de la enfermedad (284). Recientemente se han
descrito niveles plasmaticos elevados de ET-1 y ET-3 en pacientes con
cirrosis con sindrome hepatorrenal (479), inveolucrande a la ET como
agente mediador del fracaso renal de la cirrosis hepatica (480).

En pacientes con esclerosis sistémica se han reportadec mniveles
plasmiticos elevados de ET (245), asi como en pacientes con sindrome de
Raynaud (246,247), vy tras exposicidén al frio {248,249). En pacientes
con vasculitis sistémica del tipo enf. de Takayasu o enf. de Buerger,
los niveles plasmaticos de ET se encuentran elevados (250),

Se han descrito igualmente niveles plasmiticos elevades de ET durante
la sepsis y la coagulacidn intravascular diseminada (251-252), vy
durante procedimientos quirlirgicos mayores (253).

Se han encontrado niveles plasmaticos elevados de ET en pacientes con
diabetes mellitus (254,342,343); el elevado interés de éste hallazgo se
confirma por hallazgos de laboratorio en los que se ha comprobade una
alteracidén en los mecanismos de relajacidén en segmentos vasculares de
pacientes diabéticos (59), o© artificialmente sometidos a ambientes de
cultivo hiperglucémicos (255,256). Otros estudios, sin embargo, no han
confirmado 1la presencia de niveles plasmdticos elevados de ET en

pacientes diabéticos (344,345), atribuyendo a defectos metedoldgicos
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las descripcicnes iniclales; 1los modelos animales de diabetes mellitus
ofrecen igualmente notable variabilidad con respecto a log niveles de
ET (462). Resulta en todo caso tentadeor especular con respecto al
posible papel de la ET en la génesis de complicaciones asociadas a la

diabetes, tales como enfermedad vascular, HTA o nefropatia.
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B.2.j. Situaciones clinicas con posible implicacién de la Endotelina.

1. Hipertensidn arterial.

Schichiri et al. (257) han descrito niveles plasmiticos elevados de ET
en pacientes con HTA esencial. Kohno et al. (258), confirmaron éstos
hallazgos en 12 pacientes con HTA esencial, apreciando una correlacidn
lineal entre 1la TA media y los niveles de creatinina plasmitica, e
inversa con el filtrado glomerular. Saito et al. (259) describieron
niveles plasmiticos de ET-1 significativamente elevados con respecto a
controles en pacientes con HTA esencial, apreciindose una correlacidn
con el mayor grade de afectacidn vascular sistémica de la HTA,
expresadc en grados de la OMS. Los estudios de nuestro propic grupo
confirman éstos datos (476). Sin embargo, otros estudiecs nec han
conseguido apreciar éstos resultados; Davenport et al., estudiarcon 25
pacientes con HTA esencial sin afectacién vascular ni lesién en drganos
diana, tras desarrollar un RIA para ET sensible y especifico, sin
apreciar diferencias con respecte a controles sanos (260). Miyauchi et
al. (261) no encentraron diferencias significativas entre los valores
de ET entre controles sanos y una poblacién de 42 hipertensos limite,
sin tratamiento.

Por otra parte, se han reportado niveles plasmiticos elevados de ET en
pacientes con HTA inducida por ciclosporina (262), vy tras transplante
heterotépico de higado (263); en la actualidad se estéd trabajando en el
papel de la ET en la HTA inducida por eritropoyetina.

Se ha sugerido que la ET podria relacionarse mas con el progreso gue

con el comienzo de la HTA egencial (259); junto con 1la reconocida
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alteracidn de los mecanismos de relajacidn vascular en la HTA esencial
(264), vy los hallazgos de laboratorio, en los que se confirman niveles
altos de ET-1 en animales con HTA maligna (265), se puede afirmar que
la ET desarrolla un papel importante en la patogenia o en las
complicacicnes de la HTA {(266). Otro dato gue apoya la implicacidén de
la ET en la génesis o mantenimiento de la HTA es el efecto hipotensor
del fosforamiddn, un inhibidor del pasc de pro-endotelina a endotelina,
en ratas genéticamente hipertensas (132).

Se han descrito niveles plasmaticos elevados de ET en la pre-eclampsia
(439-442), de origen probablemente utero-placentario (443). La pre-
eclampsia se caracteriza por hipertensifén, proteinuria y activacidén del
sistema de coagulacidn, una situacidén clinica que puede explicarse en
base a vasoconstriccién generalizada junto con disfuncién vascular
endotelial materna (444}; parte de las caracteristicas c¢linicas de é&sta
situacidén, como la vasoconstriccidn periférica, de preferencia en la
circulacidén renal, la disminucidn del flujo arterial uterinoc gestante,
son explicables por la accidn de un agente vasoconstrictor como la ET
(445); por otra parte, se ha comprobado que el suero de pacientes con
pre-eclampsia ejerce un efecto negativo sobre la produccidn de ET por
parte del endotelio vascular (446), lo cual podria indicar que en el
suero de las pacientes existe algin factor que podria ser parte de un
sigstema de regpuesta a los niveles elevados de ET. Durante el embarazo
se han descrite también niveles elevados de ET sin existencia de
hipertensidn, egpecialmente en el primer trimestre y en el momento del
parto, asi como en el liguido amnidtice y en las wvenas umbilicales
(447), lo que sugeriria su papel como hormona circulante durante 1la

gestacidn y el parte (448).
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2. Cardiopatia isguémica.

Stewart et al. han descrito recientemente niveles plasmiaticos
elevados de ET-1 en 22 pacientes con infarto agude de miocardio
(IAM)(267); 1los valores de ET alcanzaron un maximo a las 6 horas del
comienzo del dolor, normalizdndose a las 24 horas, excepto en pacientes
en con secuelas hemodinamicas o isquémicas del infarto., En 10 pacientes
con IAM, nosotros pudimos encontrar resultados similares, manteniéndose
elevados durante las primeras 24 horas y con influencia notable de la
fibrinclisis (aumenta los niveles plasmaticos de ET) (365} (ver
protocolo de IAM en ésta misma Tesis Doctoral). Ray et al. (268},
apreciaron similares niveles de ET en 1t pacientes con IAM. Yasuda et
al. (269), encontarcn igualmente niveles altos de ET en 9 pacientes con
IAM, que se normalizaban sin embarge a los 14-16 dias del comienzo de
los sintomas. No estd establecida la influencia de la fibrinolisis en
los niveles de ET, pero se ha sugerido que es necesaria la reperfusién
de la arteria ocluida para la elevacidén de la ET en modelos
experimentales de IAM (270); Watanabe et al. demostraron gue el
tratamiento con anticuerpcos bloqueantes de la ET disminuia la extensidn
del IAM (271}.

El papel de la ET en la angina vasoespastica se ha considerado como
muy relevante (272); Toyo-0Oka et al (273) reportaron niveles elevados
de ET en 12 pacientes con angina variante con espasmo provocable en 1la
arteriografia. Matsuyama et al. (274,438), han descrito niveles altos
de ET en 26 pacientes con angina variante gue incrementaron los niveles
de lactato en seno coronario, tras la administracidn de acetilcolina
intracoronaria; en pacientes sin angina variante y en aquellos que no

elevaron los niveles de lactato, no se produjeron diferencias en la
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concentracién de ET en seno coronario. Es posible gque la ET actile como
agente gensibilizador del vaso para facilitar respuestas contrictiles,
regulando el tono vascular Jjunto con otros factores como la
prostaciclina, ANF, tromboxanc, serctonina, catecolaminas, y NO.

No se han confirmado hallazgos preliminares sobre el papel de la ET en
la angina inestable o en los pacientes con sintomas estables de angina
{275); en nuestro grupo hemos podido encentrar niveles plasmaticos
significativamente mas elevados gue los contreles, en 7 pacientes con
angina inestable ({276). Stewart et al. (277, no encontraron
diferencias significativas en pacientes con angina, 17 estable y 5
inestable, con respecto a controles.

La situacién clinica de shock cardiogénico es una de las gque se
asocian con niveles plasmatices mas elevados de ET (278,27%); en 14
pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva crdnica se han descrito
valores altos de ET, Jjunto con ANF y renina (280). En animales en los
que se provocd inguficiencia cardiaca mediante arritmia ventricular, se
encontraron niveles altos de ET, gue se correlacionaron con la presidn
la auricula derecha y la presién de enclavamiente pulmonar (281},
Aungue no se conoce con precisién el papel de la ET en ésta situacién
clinica, se puede especular sobre su influencia en situacicnes de
reduccidn del volumen circulante efectivg, como en la insuficiencia
cardiaca o la depleccidén de volumen (282). Recientemente se han decrito
niveles elevados de ET en la insuficiencia cardiaca congestiva, con
valores de ET por encima de aquellos que ejercen acciones biclégicas in
vive, por lo que probablemente la ET se encuentre involucrada en el
aumento de las resistencias vasculares periféricas de forma similar al
sigstema renina-angictensina o la actividad del sistema nervioso

simpAtico (459,460).



37

3, Insuficiencia renal.

Koyama et al. (179) describieron en 48 pacientes con insuficiencia
renal crdnica, niveles plasmiticos elevados de ET; eran especialmente
altos en 37 pacientes en régimen de  hemodialsis, reduciéndose
significativamente tras la didlisis. Estos hallazgos se han confirmado
en otras series (257,283). Aungque la relacidn entre los niveles de ET y
de creatinina no es directa, es posible gue la ET se encuentre elevada
en la hemodialisis como mecanismo de mantenimiento de 1la presién
arterial, y como consecuencia del dafio endotelial y 1la hipoxia
sostenidas en la insuficiencia renal crénica. El marcadc efecto presor
socbre la e¢irculacién renal y la sgensibilidad de la accidn
vasoconstrictora de la ET en el rifidn son datos que apoyan su papel en
la insuficiencia renal isquémica.

En el sindrome hemoliticc urémico se han descrito niveles elevados de
ET en la orina, de probable origen renal (455); ésta enfermedad
representa probablemente la expresién c¢linica de 1la afectacidn

multisistémica relacionada con el dafio endotelial.
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4, Vasocespasmo tras hemorragia subaracnoidea.

Mascka et al. (228) egtudiaron 12 pacientes con HSA, apreciando
niveles plasmiticos elevadosg de ET con respecto a controles; en 7
pacientes con vasoespasmo sintomdtico, los niveles de ET fueron
significativamente supericres gque los que no sufrieron vasoespasmo,
coincidiendo el pico de ET con la aparicidén de vasocespasmo en todos los
cagos. Fujimori et al (229) apreciaron niveles altos de ET a la segunda
semana de la aparicién de la HSA en B8 pacientes con vasoespasmo. Existe
suficiente evidencia de laboratoric como para considerar que la ET esta
involucrada en la regulacidn del tono vasomotor de las arterias del 3SNC
(285); el blogueo de la produccién de ET, mediante la anulacidn
farmacolégica de la enzima convertidora de big-endotelina, por medio de
fosforamidon, es capaz de disminuir la incidencia de vasoespasmo,

asociado a la disminucidn de los niveles de ET en LCR (286).
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5. Sepsis.

Desde la descripcidn de Sugiura et al (70), del papel de la endotoxina
en la liberacién de ET, se han reportado pruebas de la implicacién de
la ET en ésta situacién clinica. Se ha comprobado que la interleukina-i
incrementa la secreccidén de ET en células endoteliales en cultivo
{287); el papel de la interleukina-1 en la sepsis y el shock séptico
estd claramente establecido, come mediador y potenciador de la accidn
del factor de necrosis tumeoral (TNF)(288,289). Los leucocitos
poelimorfonucleares son capaces de secretar ET, convertir big-ET a ET, y
degradar ET (290), vy al igual que los macrdofagos, que sintetizan vy
secretan ET (58), scn células implicadas en la fisiopatologia de la
sepsis; las relaciones entre el endotelio y las células efectoras del
sistema inmune probablemente sean fundamentales a la hora de controlar
la migracién de las células inflamatorias (291-294), y es posible que
la ET juegue un papel en éste sentido (58).

Pittet et al. {295) han descrito niveles plasmiticos aumentadecs de ET-
1 en 11 pacientes en las primeras 24 horas de evolucién de sindrome
séptico; existia una correlacidén significativa entre el grado de
severidad c¢linica y los niveles de creatinina plasmitica y los valores
de ET-1. El grado de depresidn miccArdica, expresado por el inidce
cardiaco, se correlacionaba inversamente c¢on la ET. Igualmente
Weitzberg et al (250) encontraron niveles plasmaticos elevados de ET en
6 pacientes con sepsis en diferentes momentos de su evolucidn,

relacionados igualmente con el gradec de deterioro de la funcidén renal.
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C. Objetivos del proyecto.

La hipotesis de trabajo es comprobar la implicacibén de la ET en
situaciones qligicas asociagas”a darfio endotelial. En el caso de la
isgquemia en extremidades, angina inestable, infarto agudo de miocardio,
o accidente vascular cerebral, el dafic endotelial estid directamente
relacionado con la isquemia. En el caso del sindrome géptico, la
endotoxina v la cascada iniciada a partir de la produccién de TNF, son
los mediadores del dano endotelial.

La accién de los péptidos reguladeres del tono vascular cada dia se
conoce con mas precisidn, y la relacidn entre agentes vasoconstrictores
y vasodilatadores parece en la actualidad de mas importancia gue el
efecto aislado de alguno de éstos péptidos. La proporcion entre NO y
ET, ANF y ET, prostaciclina y tromboxano, parece clave a la hora de
controlar el tono vascular., El conjunto de sustancias vasoconstrictoras
y Pproagregantes, se ve contrarregulado por la presencia de agentes
vasodilatadores vy antiagregantes. La tendencia hacia el desequilibrio
en uno u otro sentido es lo que determinarad finalmente el tonc de la
fibra muscular lisa adayacente al vaso de la microcirculacién (figura

2). Existe evidencia en la Literatura y en nuestro propio grupe sobre

el equilibrio entre gngiotensina 2 y BNF. En situaciones de dano
endotelial agudo, se ha comprobado una menor produccidn factores
vasodilatadores, en especial &xido nitrico y prostaciclina, vy existe
una evidencia creciente en la Literatura en cuanto a la importancia del
aumento en la secreccidn de endotelina.

En situaciones de dafio endotelial agudo, en que el control del tono

vascular se altera, la tendencia hacia la produccidn de ET & NO, vy la
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presencia de suficientes mecanismos de compensacidén, por medio de ANF,
prostaglandinas, sistema renina-angiotensina, 0 sistema nerviocso
simpatico, determinard cual serd la situacién de la microcirculacidn.
En el caso del infarto de miocardic o la sepsis, ésto influird en el
control de 1la tensifén arterial vy en el mantenimiento del gasto
cardiaco.

5in embargo, el tono vascular probablemente solo sea el primer estadio
de la influencia del balance entre sustancias wvasodilatadoras vy
constrictoras; estd claramente establecido el papel del NO y la ET en
la regulacidn de la tensidén arterial a large plazo, vy su influencia en
la aparicidén de complicaciones. Ambos agentes influyen de manera
opuesta en el crecimiento celular, vy es posible gque en la hipertrofia
de la musculatura vascular lisa, vy quizid en en desarrolle de la placa
atercmatosa, ejerzan una influencia determinante (468).

Proponemos en éste trabajc comprobar si en éstas situaciones clinicas
en las que existe daro endotelial, se objetivan cambios en la
produccidén de Endotelina, en relacidn con situaciones fisioldgicas de
normalidad. La elevacidn de ET en éstas circunstancias nos permitiria
hipotetizar sobre su posible papel como marcador de dano vascular y su
participacién en la fisiopatologia de la enfermedad vascular y la

sepis.
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D. Material, Protocolos de estudio.

D.t. Clampaje adrtico infrarrenal.,

Se estudiaron 13 pacientes con arteriosclerosis obliterante de
miembros inferiores, durante la realizacidn de un clampaje adrtico
infrarrenal para la colocacidén de una protesis aorto bifemoral. La edad
media de los enfermos fue de 67217 atfios. 12 pacientesg eran varones. 6
pacientes procedian del Servicio de Cirugla Vascular del Hospital
Universitaric san Carlos (HUSC), y 7 de la misma unidad de la Clinica
de la Concepcidn, Fundacidn Jiménez Diaz (FJD). En los 13 pacientes se
habia documentado mediante arteriografia, 1la presencia de obstruccién
abrtica por ateromatosis, y en todos los pacientes se recogia una
historia de claudicacidn intermitente en miembros inferiores de mas de
& meses de evolucidn. En todos los pacientes se documentd la presencia
de algin factor de riesgo cardiovascular, siende los mas frecuentes
tabagquismo (8 pacientes), diabetes (5), hipertensidn arterial (4},
hiperlipidemia (3).

El dia previo a la intervencidén quirirgica, se obtuvieron muestras de
sangre venosa con el paciente en reposc y tras un ayuno de mas de 8
horas. Se obtuvieron ademds muestras de vena periférica tras la
induccidn anestésica, a los 5 minutos del clampaje de la aorta, y a los
5 y 30 minutos de la retirada del clamp adrticeo, con 1la prdtesis
funcionante. Las muestras se denominaron Basal, Preclampaje, Isgquemia,
Reperfusidn precoz y Reperfusién  tardia, respectivamente. El
procedimiento  anestésico, y la técnica quirargica fueron las

convencionales, con laparctomlia media y apertura de ambas regiones




43

inguinales. Las muestras de sangre que se obtuvieron durante el acto
quirGrgico procedian siempre de un catéter instalado en la wvena
femoral, durante la diseccidn de una de las dos areas inguinales, al
comienzo de la cirugla, antes del clampaje adrtico. EL tiempo medio de
duracién de 1la operacién fue de 3,17 horas (2,15-4), vy el tiempc de
duracién de la isquemia inducida por el <¢lampaje adrtico de 37,8
minutos (20-58).

Las muestras de sangre (10 ml), se conservarcon en tubos con EDTA, que
durante la operacidén se mantuvieron en el quirdfano en un bafio de
hielo; inmediatamente después de su extraccidén fueron centrifugadas
para la cobtencidn del plasma.

Todas las muestras fueron procesadas en el mismc laboratorio y con el

mismo método, independientemente de la procedencia del paciente.
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D2. Angioplastia corcnaria en pacientes con angina inestable.

Se estudiaron prospectivamente 7 pacientes con angina inestable, cuya
sintomatologia dependia de una obstruccidn Unica en una sela arteria
coronaria, que fueron sometidos a angioplastia corconaria transluminal
percutanea (ACTP), para el alivio de los sintomas. Los pacientes
estaban ingresados en el HUSC al cargo del Departamento de Exploracidn
Cardiopulmonar.

E1l diagnbstico de angina inestable se establecid cuando el paciente
presentaba sintemas sugestivos de angina, vy se podia clasificar dentro
de alguna de las tres formas clinicas que definen a ésta entidad
clinica (312). 4 pacientes presentaban angina de repose, 2 pacientes
angina de reciente comienzo con sintomas frecuentes (mas de tres
episcdios de angina diarios), y 1 paciente sintomas de angina
acelerada, con clinica presente a menos esfuerzo de lo gque solia
presentarse. En ningln casc se pudo documentar la presencia de alguna
enfermedad extracardiaca que contribuyera a la aparicidn o aceleracién
de los sintomas. En nigin caso se documentd elevacidn de la CPKR-MB
junto con los sintomas de angina.

Los pacientes fueron seleccionadeos mediante la revisidén del parte
diario de ACTP regladas del HUSC. A todos los pacientes que fueron
incluidos en el estudio se les habia realizado una coronariografia
diagnéstica en los dias previos, en la que se mostraba una lesidén Gnica
de un sbélo vaso. Los pacientes que cumplian éste regquisito fueron
evaluados para la inclusidn en el estudio y la cumplimentacidn de los
datos del protocolo.

La ACTP se realizd siguiendo la rutina del método. Previamente se

procedi® a cateterizar el sSenc coronario {a través de una vena
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femoral), gque se identificd mediante angiografia, Antes de 1la
angioplastia, se obtuvieron muestras de sangre (5 ml) del seno
coronaric, arteria coronaria que iba a ser dilatada, arteria femoral y
vena femoral, en éste orden. Entre 3 y 5 minutos después de comprobada
que la dilatacidén habla sido eficaz, se volvieron a obtener muestras
procedentes del seno coronario, arteria coronaria, arteria femoral y
vena femoral, en éste orden. Las muestras de sangre se recogieron en
tubos con EDTA previamente mantenidos en un barno de hielo.

Lag historias c¢linicas de los pacientes wvolvieron a ser revisadas
después de un seguimiento superior a los 14 meses, para comprobar la

presencia de reestenosis.
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D.3. Infarto agudo de miocardio.

Se estudiaron de forma prospectiva 10 pacientes diagnosticados de
infarte agudo de miocardio (IAM), ingresados en la Unidad de Cuidados
Intensivos y Coronarios del HUSC. El diagnostico de IAM se basd en
hallazgos electrocardiograficos, clinicos y enzimaticos habituales. Los
pacientes fueron incluidos en el estudio si nc  presentaban
insuficiencia cardiaca, aplicandose el tratamiento habitual en el que
podria ¢ no estar incluida la fibrinolisis.

Se incluyeron en el estudic a todos los pacientes que presentaban un
tiempo de evolucién del dolor inferior a las 12 horas. S5e obtuvieron
muestras de sangre de una vena periférica en el momento del ingreso, vy
a las 4, 8 y 24 horas de éste. Las muestras de sangre se recogieron en
tubos con EDTA previamente incluidos en un bafic de hielo, vy se
centrifugaren inmediatamente; las muestras de plasma se congelaron a
-70° C hasta su procesamiento para ET, ANF y CRA . Se procedié a 1la
fibrinolisis si estaba indicada, mediante estreptoguinasa o rTPA
(activador tisular del plasmindgeno recombinante), seg(in las pautas
habituales de tratamiento de la UCI del HUSC, siempre dentro de 1la
primera hora del ingresc. La muestra inicial del ingreso del paciente
fue siempre previa al comienzo d&el tratamiento fibrinolitico, vy
normalmente coincidid con la extraccidn de sangre para la determinacidn

de enzimas y bioguimica habitual.
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D.4. Accidente wvascular cerebral isquémico.

Se estudiaron 17 pacientes con accidente cerebrovascular agudo de
naturaleza isquémica (ACV), ingresados en los Servicios de Medicina
Interna 3 o MNeurologia del HUSC. El diagnéstico se basd en 1la
demostracidén de dafioc neurolégico de mas de 24 horas de evolucidn,
comprobandose por tomografia axial computarizada (TAC) c¢raneal, la
inexistencia de tumor o hemorragia.

14 pacientes (B2.3%) presentaron signos neurcldgicos dependientes de
lesién isguémica en el territorio de la arteria carétida; 3 (17.6%)
lo fueron de lesicnes dependientes del territorio vertebro-basilar. 5
enfermos (29%) sufrieron probablemente un embolisme cerebral por la
presencia simultinea de fibrilacidn auricular. 3 enfermos (17%), por
lag caracteristicas clinicas y radioldgicas, fueron diagnosticados de
infartes lacunares. 9 pacientes (52%) sufrieron probablemente lesiones
trombdticas arteriales in situ, Las caracteristicas clinicas se resumen
en la figura Dt.

El estudio se dividid en dos partes: 1. Evaluacidén de los niveles
plasmiticos de ET, CRA y ANF, y valoracién del dafioc neuroldgico, en el
momento del ingreso en el Hospital. 2. Seguimiento clinico y niveles

plasmaticos de ET, ANF y CRA a los dias 3° y 7°; en un grupo {(grupc 1},

8 pacientes recibieron tratamiento con 120 mg/dia de nicardipina por
via oral, con el fin de determinar si el tratamiento con antagonistas
del cale¢io nmnodificaba los niveles plasmaticos de ET. En otro grupo

(grupe 2), 9 pacientes recibieron tratamiento convencional.

Se obtuvieron muestras de sangre venosa para ET, ANF y CRA, a todos

los pacientes en el momento del ingreso, al tercero y al séptimo dias
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de su estancia en el Hospital; se obtuviercon igualmente muestras de
sangre procedente de la arteria radial al ingrese, y en los dias
tercero y séptimo, para la determinacidén de ET arterial. Las muestras
se recogieron en tubos con EDTA mantenideos en un bafio de hielo, en
jeringas que no contenlan ningin anticoagulante. El proceso de las
muestras para la determinacién de ET, ANF y CRA se especifica en 1la
seccidn de Métodos. Se evalud el tiempo transcurrido entre la aparicién
de los sintomas y la hora de la toma de la primera muestra; en los
casos en los gque el ACV sucedidé durante el suefo, se fijd
arbitrariamente las 07 horas come hora de aparicién, en relacidn con la
variacién circadiana conocida de aparicién de eventos cardiovasculares
(380,381).

La severidad del dafic neuroldgico fue valorada mediante la Escala de
Mathew (EM) modificada por Gelmers (382), una escala que puntGa de 0 a
100 (minima y mAxima severidad, respectivamente) el grado de lesidn
neuroldgica (fig D1), al ingresc, y en los dias 3 y 7. La valoraciodn de
la mejoria e¢linica {Indice de mejoria relativa, IMR} (382), fue
evaluada segin la férmula:

IMR: 100 x puntos EM al dia 7 - puntos EM al ingreso / 100 - puntos EM
al ingreso.

Se utilizd éste sistema de valoracidn con la idea de eliminar el
error indu¢ido por los pacientes con grave situacidn clinica, con bajas
puntuaciones en la EM al ingreso. Los pacientes gque fallecieron
recibieron una puntuacidn de 0.

Se wvaloraron igualmente datos clinicos y epidemiocldgicos, entre los
gque se incluila la existencia de HTA, diabetes, tabaquismo, ACV previo,
patologlia vascular periférica, cardiopatia isquémica, o insuficiencia

renal.
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8 pacientes recibieron Nicardipina por via oral ¢ por SNG, a dosis de
120 mg/dia, de manera no randomizada. 9 pacientes recibiercn
tratamiento convencicnal, que basicamente consistid en antiagregantes
plaguetarios (aspirina, 250 mg/d), y otras medidas médicas habituales,

segin la situacidn clinica (antihipertensivos, antidcidos, etc.)
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D.5. Sepsisg.

Se incuyeron en el estudio de sepsis-ET a 11 pacientes con infeccidn
grave, procedentes de los Servicios de UCI (10 casos), y Recuperacién
del Servicio de Cirugia-2 (1 paciente), del HUSC.

La edad media fue de 46.8:19 afios. 9 pacientes eran varones.

Los criterios de inclusidén que se utilizaron fueron los que definen el
sindrome séptico y el shock séptico, segin la descripcidn de Bone et
al. (397); los pacientes deben presentar evidencia clinica de infeccién
o al menos haber sido sometidos a instrumentacidn mecdnica en el
Hospital en las 48 horas previas. Deben presentar taquicardia (90
latidos/min}, taquipnea (»2C respiracioneg/minuto, ¢ mas de 10
litros/min si estaban sometidos a ventilacidn mecanica), hipertermia o
hipotermia (>38.3°C o ¢35.3°C), vy evidencia de mala perfusién orgénica
demostrada por 1la presencia de alguno de los siguientes criterios:
hipoxemia (<70 mmHg P02, o P0O2/FiQ2 <280}, no justificada por ninguna
otra enfermedad pulmonar o c¢ardiaca, elevacidén de los niveles
plasmaticos de lactato, alteracidén del nivel de conciencia no
justificada por ninguna causa orgénica o farmacoldgica, u oliguria (0.5
ml/kg durante al menos una hora).

Los pacientes fueron diagnosticados de shock sépticoe si  cumplian
criterios de sindrome séptice y ademis presentaban  hipotensidn
refractaria a la administracién de volumen (<90 mmHg de presidn
sistdlica o© caida de la TA superior a 40 mmHg mantenida durante mas de
una hora, en ausencia de hipovolenia, infarto de miocardio,
tromboembolismo pulmenar, Y sin la influencia de farmacos

hipotensores) (398).
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Los enfermos fueron incluidos en el estudio en el dia en gque cumplian
los criterios sefialados anteriormente, y ese dia fue considerade como
dia 1. BSe obtuviercn muestras de sangre para la determinacién de ET,
CRA, ANF y C3d, durante tres dias sucesivos (para la evaluacidn de las
técnicas empleadas, ver seccidn de métodos generales). En los 11 casos
disponemos de datos el dia 1, en 5 casos el dia 2, y en 3 casos el dia
3.

Se evalud su situacidn clinica mediante la puntuacidén en la escala

APACHE-2 (Acute physiology and chronic health evaluation) (399), vy en
la escala S55 (Sepsis severity score), disenada por Elebute y Stoner
(400).

Se analizd la etiologia de la sepsis o el shock séptico mediante el
estudio rutinario de muestras biolédgicas (hemocultives, cultivos de
secrecciones, fluidos o abscesos). El manejo clinico de los pacientes
fue el que se considerd mas apropiado por el médico responsable. Sdélo
en tres casos se dispone de datos hemodindmicos obtenidos a traves de
un catéter de Swan-Ganz, y en todos ellos destacaba un marcado descenso
de las resistencias wvasculares periféricas con elevacidén del gasto
cardiace y presién de enclavamiento pulmonar normal. Se considerd que
los pacientes presentaban distress respiratorio ante la presencia de
infiltrado pulmonar bilateral, hipoxemia refractaria y presién de

enclavamiento pulmenar o venosa central normales.
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Descripcion de los casos.

Por su escasa uniformidad, ge expresan a continuacidn las
caracteristicas clinicas de cada paciente:

Caso 1. 32 aflos, mujer; insuficiencia renal cronica que habila sido
sometida a transplante renal en el pasado, en situacidén rechazo crénico
del injerto, tratada con estercides y ciclosporina A. Pancreatitis
aguda necrdtico hemorrigica, por lo que se realizd laparotomia con
lavado peritoneal, extraccién de fragmentos necrdticos y drenaje.
Infeccidén de la herida quirtrgica, con demostracién de E.Coli,
Enterccoco, Serratia Marcencens, vy Enterobacter Cloacae en el exudado
de la herida. Hemocultivos pesitives a Candida Albicans. Recibié
tratamiento con Imipenem, Vancomicina, Tobramicina, desarrcllando shock
que requirié la administracidén de Dopamina a 13 mcg/Kg/min, falleciendo
finalmente en situacidén de fracago multiorganicoe y distress

respiratorio.

Caso 2. 62 afios, vardn; linfoma de alto grado de malignidad
diagnosticado coincidiendo con el ingresc hospitalario por shock
séptico, de etiologia desconocida. Recibié Imipenem, Vancomicina,
Cotrimoxazol, Ceftacidima, asi como Dopamina a 7 mcg/Kg/min, Dobutamina
17 meg/Kg/min, y Adrenalina 1.5 ncg/Kg/min; fallecid por fracaso
multiorginico y distress respiratorio, siendo negativos todos los

exaAmenes microbiolégicos.

Caso 3. 48 afios, mujer; shock séptico por infeccidn abdominal en
relacién con reciente cirugia de miltiples quistes hidatidicos. En los

drenajes se aisld E.Coli y Klebsiella Pneumoniae. Recibid Imipenem,
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Metronidazol, Tobramicina, Dopamina a 16 mcg/Kg/min, Dobutamina a 10
mcg/Kg/min, y varias sesiones de hemodidlisis. Fallecid por fracaso

multiorgénico y distress respiratorio.

Caso 4. 56 afies, wvardn; shock séptico por perforacién del colon
secundaria a diverticulitis aguda. En el exudado peritoneal se aislé
E.Coli y Enterococo. Recibid Gentamicina, Metronidazol, Ampicilina y
Ceftacidima, asi como Adrenalina 0.28 mcg/Kg/min, Dopamina 10
mcg/Kg/min, Dobutamina 12 meg/Kg/min. Tras un prolongado tratamiento el

paciente se recuperd.

Caso 5. 54 anos, vardn. Shock séptico por perforacidn gastrica en
relacién con adenocarcinoma del cuerpo gastrico. En el exudadc
peritoneal se aisld E.Celi, Citrobacter, Klebsiella Pneumcniae, vy
Enterococe. Recibid Metronidazel, Cefoxitina, Gentamicina, Dopamina
15.5 mcg/Kg/nmin, Dobutamina 17.7 mcg/Kg/min, y Adrenalina 1.5

mcg/Kg/min., Evoluciond favorablemente.

Caso 6. 54 anos, vardn; paciente alcohblico con sepsis por neumonia
extrahospitalaria, aisléandose en hemocultivos Klebsiella Pneumoniae.
Recibid tratamiente antibidtico con Imipenem, evolucionando

favorablemente.

Caso 7. 19 afos, vardn., Traumatismo craneoencefilico con infeccidn de
la herida craneal y neumonia nosccomial. En hemocultivos se aisld
Pseudomona AReruginosa vy en la herida quirfirgica Proteus Mirabilis vy
Klebsiella Pneumcniae. Desarrclld sindrome séptico que evoluciond

favorablemente con Ceftacidima y Gentamicina.
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Caso B. 75 afos, vardn; sufrié shock séptico en relacidn con
perforacién del colon secundaria a adenocarcinoma de rectosigma.
Desarrollé una neumonia nosocomial, aislandose en el broncoaspirado
Enterococo y en el exudadc peritoneal Enterococo y Estafilococo BRureus
meticilin resistente. Recibid Vancomicina, Amicacina, Metronidazol,
Dopamina 10 mcg/Kg/min, Dobutamina 15 mcg/Kg/min, falleciendo por

fracaso multiorganico y distressg respiratorio.

Caso 9. 20 aflos, vardn; politraumatizado que desarrolld shock séptico
en relacidn con neumonia intrahospitalaria. Fn hemocultivos se aisld
Pseudomona Aeruginosa y Estafilococo aureus meticilin resistente.
Recibid Ceftacidima, Vancomicina, Dopamina 7 mcg/Kg/min, Dobutamina 3

mcg/Kg/min. Evoluciond satisfactoriamente.

Caso 10. 29 afios, vardn. Sindrome séptico por mediastinitis secundaria
a perforacidén esofagica; en los hemocultivos se aisld E.Coli,

Evoluciond faveorablemente tras recibir Gentamicina y Cefotaxima.

Caso 11. 66 afies, vardn; paciente diabético que sufridé un sindrome
séptico por E.Coli aislado en la orina y en hemocultivos. Evoluciond

favorablemente con Cefotaxima y Gentamicina.
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E. Métodos.

E.1. Determinacidn de Endotelina-1.

Las muestras de sangre se recogieron en tubos que contenian EDTA,
previamente introducidos en un baifio de hiele. La cantidad de sangre
minima recogida de cada paciente en cada toma fue de 5 ml. ILa
frecuencia y el lugar de las determinaciones son las sefaladas en cada
protocolo.

Se procedid a su inmediata centrifugacidén a 4°C, a 1000 G durante 30
minutos. El plasma separadc fue sometido a procesamiento inmediato, o
almacenado a -70°C, hasta su determinacién; el tiempe miximo de
conservacidn fue de tres semanas.

El procedimients de extraccidén de las muestras de plasma fue el
siguiente: en columnas de extraccidn Sep-pak C-18 (Waters Ass.), se
lavéd con los siguientes agentes, en éste orden: 1. 8 ml de acetonitrilo
100%. 2. 8 ml de acetato ambnico 0.2% a pH 4.0. 3. Muestra a
determinar. 4. 2 ml de acetato aménico 0.2% a pH 4.0, 5. 2 ml de
acetato aménico 0.2% a pH 4.0. 6. 1 ml de acetato amdénico 0.2% a pH
4.0. 7. Elucidén de 1la ET con 3 ml de una solucidén con 60% de
acetonitrilo y 40% de acetato amdnico 0.2% a pH 4.0.

Las muestras fueron desecadas posteriormente con una corriente de
nitroégenc a temperatura‘ ambiente para evaporar la mayor parte del
acetonitrilo. Mas tarde se procedid al liofilizadeo del extracto
acuoso. La recuperacién de la ET ariadida al plasma fue del 78#1.5%,

El procedimiento para la realizacién de radioinmunoensayo de ET fue el

siguiente: 1las muestras previamente extraidas fueron disueltas con 300
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pl de buffer, gue contenia fosfato sddice 0.1M pH 7.4, 0.3% ClNa, 0.1%
BSA (bovine serum albumin), y 0.1% de Tritén X-100. La curva estandar
se realizd mediante diluciones sucesivas 1/2 en buffer ensayo a partir
de la solucidén de ET de 5000 fmol/ml (Peninsula Lab., GB, NO.6%01),
cubriendo el rango 62.5 fmol/100 ul a 0.12 fmol/100 ul.

A las muestras a medir o los estandar (100 ul), se afadieron 100 pl de
anti-ET-1 (Peninsula NO. RAS 6901%1), dilucién 1/30.000.

Se incubd durante 48 horas a 4°C.

Se afiadieron 100 pl de 125-I-ET-1 (Amersham Lab, GB}, 2000 Ci/mmol
(7000 cpm}.

Se incubd durante 24 horas a 4°C.

Se procedifé a la precipitacién con un segundo anticuerpo, compuesto
por 100 nl de GRRG 1/25 (Goat Antirabbit Gammaglobulin), y 100 pl de
NRS 1/50 (Normal Rabbit Serum).

Se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente se anadid 1 ml de PEG 6.25% (Polyethilene glycol).

La muestra se centrifugd durante 30 minutos a 3000 G.

Tras apirar el sobrenadante se procedid al contaje gamma del
precipitado.

La variacidn intraensayo fue del 9%; la variacién interensayos fue del
12%.

La especificidad del método fue del 100% con respecto a ET-1, con una
reactividad cruzada del 37% con respecto a big-ET, 7% a ET-2, 7% a ET-
3, y 0% con respecto a otros péptidogs como ANF, BNF, vasopresina,
angiotensina. Con respecto a sarafotoxina Bé fue del 6%.

Los valores normales de ET-1 fueron, en 20 sujetos sanos, de 0.54:0.1

pg/ml.
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E.2. Determinacidn del factor natriurético auricular (ANF).

El método de determinacion de ANF fue disefiado por Gutkowska et al
(379), y se realizd en el Laboratorio de Diabetes del Servicic de
Medicina Interna 3, bajo la direccidn de la Dra. Ferndndez Durango.

Las muestras de sangre para la determinacidn de ANF se recogieron en
tubos mantenidos en un bano de hielo, que contenian 50 pl de pepstatina
A, 50 pl de PMSF {flucrurg de fenilmetil sulfonilo}, vy 50 pl de EDTA.
La adicién de éstos agentes impide la activacidn de proteasas gque
degradan el ANF a medir. Se recogieron 5 ml de sangre en cada toma, con
una frecuencia determinada en cada protocolo.

Las muestras se centrifugaron inmediatamente a 4°C, durante 15 min a
3500  rpm. El plasma obtenido se congeld a -70°C, hasta su
procesamiento, con una diferencia de tiempo en ningln caso superior a
las 3 semanas.

Previamente a la realizacidén del RIA, se procedid a extraer el ANF de
las muestras de plasma, mediante cartuchos de Sep-pak C18 (Waters
Ass.). El procedimiento de extraccidén fue el siguiente: 1/ Lavado con 8
ml de acetonitrilo 100%. 2/ Lavadc con 8 ml de acetato amdnico 0.2% a
pH 4.0. 3/ Lavado con 2 ml de plasma. 4/ Elucién del ANF con 60% de
acetonitrilo-100% vy 40% de acetato amdnico G.2% a pH 4.0. 5/ Pase por
una corriente de N2 para la evaporacidn del acetonitrilo.

El residuo extraido se disclvid en un buffer de fosfato 0.1M a pH 7.4
con 0.1% de acido trifluorcacético.

Para la realizacidn del RIA, se utilizd un buffer que contenia fosfato
sédico 0.1M, clorurc sbédico 0.3%, bis-trimetisilylacetamina 0.1% vy
tritén X-100 0.1%. El anticuerpe anti-ANF (17/12) fue proporcionade por

Lab. Peninsula (GB), diluido a 1:30.000.
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La curva estidndar se prepar® mediante diluciones sucesivas 1/2 de ANF
marcado con 125-I (Lab. Peninsula, GB), entre 3.9 y 3900 pg/ml.

A 100 pl del estandar o la muestra a medir se afadieron 100 ul de
anti~-ANF 1:30.000.

Se incubd durante 24 horas a 4°C.

Se afiadieron 100 ul de 125-I-ANF.

Se incubd durante 24 horas a 4°C.

Se realizd la precipitacidén con un segundeo anticuerpe, que contenia
100 ul de GARG 1/25 (Goat Antirabbit gammaglobulin), y 100 pl de NRS
1/35 (Normal rabbit serum).

Se incubé durante 2 horas a temperatura ambiente, vy posteriormente se
aftiadié 1 ml de dietilenglicol 8000 6.25%.

Se centrifugd durante 20 minutos a 4000 rpm.

Tras aspirar el sobrenadante se procedidé al contaje gamma del
precipitado.

La variacién intraensayo fue del 4%. La variacidn interensayos fue del
6%.

En 20 sujetos sanos los valores plasmaticos de ANF en nuestro

Laboratorio, fuercon de 5.84+3.9 pg/ml.
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E.3. Determinacién de renina.

El método utilizado para la determinacién de la concentracidn de
renina activa (CRA), fue un ensayoe inmunoradiométrico de tipo sandwich
(IRMA). Se realizd mediante un kit proporcionado por la casa comercial
ERIA Diagnostics Pasteur, Este sistema utiliza dos anticuerpos
monoclonales, unc de ellos dirigideo contra las dos formas de renina
{activa, e inactiva o prorrenina}; el segundo anticuerpo moncclonal
marcado con 125-I, reconoce sdlo la forma activa. El procedimiento ha
sido validado y descrito previamente {296,297). Brevemente, el ensayo
constaba de las siguientes fases: se obtuvieron muestras de 5 ml de
sangre en cada toma y en cada paciente, con la frecuencia indicada en
cada protocolo, en tubos de vidrio con EDTA, a temperatura ambiente; se
centrifugaron inmediatamente las muestras a 4°C, durante 15 min a 2500
rpm. El plasma extraido se procedid a su inmediata determinacidn o se
congeld a -70°C hasta su procesamiento, un méximo de 3 semanas. Se
incubaron 1los estandar y las muestras (250 ul) en presencia de un
exceso del primer anticuerpo; lavado, e incubacidén de los complejos
insolubles con el segundo anticuerpo marcade con 125-I. Lavado vy
eliminacidén de 1la fraccién libre, procediendo a la medicidén en una
gammacamara de la actividad unida a la fase sdlida.

La sensibilidad del ensayo fue elevada, con niveles minimos
detectables de CRAR de 3.5 pg/ml. La variacién interensaycs fue de 6%.
La variacién intraensayo fue del 4%.

Los valores normales de CRA en 12 sujetos sancs fueron de 9.5+2.0

pg/ml.
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E.4. Determinacidn de la fraccién 3d del complemento.

Los wvalores de 1la fraccién 3d del sistema del complemento se
determinaron mediante ELISA (enzyme-linked inmunosorbent assay),
utilizandose un anticuerpo anti-humano de conejo (Dakopatts,
Copenhage), segun técnica descrita previamente (437)

Lasz muestras de sangre (10 ml) de los pacientes incluidos en el
protocolo de Sepsis, reccogidas en tubos con 100 pl de EDTA fueron
sometidas a precipitacién afiadiendo 50 ul de Veronal salino 25 mM a pH
7.4 y 200 pl de PEG 24% (6000 Sharlem) EDTA 20mM (Sigma). Tras mantener
1.30 h. a2 temperatura ambiente se procedid a centrifugar a 1500 g a 4°C
durante 30 min. Posteriormente se recoge el gobrenadante en el que el
plasma queda diluido a 1/8.

Para preparar la curva estandar se activd el complemento de 5 ml de
sangre heparinizada con 5 u. de CVF (Cocbra Vencm Factor, Cordis Lab.),
durante 19 horas a 37°C en agitacidén lenta continua. Trags su
centrifugacidén el plasma sobrenadante fue precipitade de igual forma
gque el problema.

Para la realizacidn del ELISA se utilizaraon placas de EIA de fondo
plano Costar recubiertas con inmunoglobulina de conejo antiC3d humano
{Dakopatts Denmark), a 5 ng/ml {500 ng por pocillo) en PBS, incubando a
4°C durante 18 horas. Posteriormente fueron lavadas con tampdn citrato
salino-Tween y neutralizados con 200 ul/pocillo de PBS-BSA al 1%
durante 1 hora. Como control de calidad, una vez en cada placa la
adicidn de C3d fue omitida y sustituida por buffer.

Tras el lavado con citrato salino-Tween se procedid a incubacién

durante 1.30 h de 100 pl/pocillo de la curva estandar y de las muestras
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problema por duplicado.

Se elaboraron siete puntos de curva partiendo de una primera dilucidn
de 1/12.800 del plasma tratado con CVF al que se asigné un valor
arbitrario de 1000 U/ml de C3d. Las muestras problema se tratan a la
dilucidn que quedan tras la precipitacidn.

Tras la incubacidn y lavados correspendientes se aflade antiC3d marcado
con Biotin-N hidroxisuccinimida (ATIQ) a una dilucidn 1/10.000 durante
60 minutos vy después Avidina peroxidada a dilucidn 1/2000 durante 15
minutos. Como substrato se utilizd Ortofenildiamina (OPD, Merck]),
deteniéndose la reaccidn enzimatica a los 10 minutos con HCL al 10%. La
lectura se realiza a 492 nm en un espectrofotdmetre STL 210 (Kontron
Analytical).

Los resultadeos se expresan en Unidades arbitrarias/ml (UA/ml}.

En 26 sujetos sanos, los niveles de C3d en nuestro laboratoric fueron

de 12.53+3.64 UA/ml.
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E.5. Analisis estadistico.

La comprobacidén del ajuste de la distribucidén de los datos
experimentales a una curva de probabilidad nermal, se hizo mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov para distribuciones continuas. Cuando ésta
did positiva, se realizb la comparacidén de variables numéricas mediante
un test "t" de Student, para muestras no emparejadas. La comparacién
entre valores de indole cualitativa se realizd mediante el anilisis de
X-cuadrado. La relacién entre variables cualitativas y cuantitativas se
realizd mediante el andlisis de la varianza de una entrada (Anova 1).
Cuando el numero de datos en cada subgrupo era inferior a 10, en 1la
relacién entre valores cualitativos y cuantitativos, se hizo el
analisis mediante pruebas no paramétricas (U de Mann-Whitney, W de
Wilcoxon, C1 de Fisher-Yates, y H de Kruskal-Wallis)(436).

El grado de asociacién entre dos variables de indole cuantitativa se
analizd mediante la prueba del coeficiente de correlacidn.

Los resultados se expresan como media * desviacidn esténdar; se
congideran significativos valores de probabilidad inferiores a 0.05.

Los datos se han procesade y analizade wutilizando un paguete
informitico integrado comercial, compuesto por una base de datos y un

tratamiento estadistico (RSigma, Horus Hardware).
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F. Resultados

F.1. Clampaje adrtico infrarrenal.

Los niveles basales de ET en ésta serie de pacientes fuercon de
1.2120.5 pg/ml (p<0.05 con respecto a controles: 0.54:0.1 pg/ml). Tras
la induccidn anestésica, antes de la realizacidn del clampaje adrtico,
los valores de ET fueron de 1.38:0.5 pg/ml (p<¢0.05 frente a controles).
Durante 1la isquemia inducida por 5 minutos de clamp, la ET fue de
1.98+1.1 pg/ml (p<0.05 frente a controles). A los 5 minutos de
liberacidén del clamp, los niveles de ET fueron de 4.42:0.9 pg/ml
(p<0.01 frente a controles), y a los 30 minutos de 6.08:2.0 pg/ml
{p<0.05 frente a controles). Estos resultados se expresan en la figura

Al,



64

F.2. Angioplastia coronaria-angina inestable.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes se expresan en la figura
B1. 6 pacientes eran varones. La edad media fue de 56%9 anos (rango 44-
72). Los factores de riesgo cardiovascular gue se encontraron con mas
frecuencia fueron: hipertensién arterial 3 pacientes (42.9%),
tabaguismo 5 {71.4%), hiperlipidemia 3 (42.9%), diabetes 3 (42.9%); en
todos 1los enfermos se pudo documentar la presencia de algin factor de
riesgo.

2 pacientes habian sufrido un infarto de miocardio previo (28.6%), en
un territorio no relacionado con la lesidn coronaria para la que se
realizé la actual ACTP. Presentaban sintomas de insuficiencia cardiaca
(grados de la NHYA), como media 0.4 (rango 0-2).

7 pacientes (100%), recibieron nifedipina, 40 mg/dia por via oral. 5
(71.4%), aspirina, 250 mg/dia. 2 (28.6%), enalapril, 10 mg/dia. 2
{28,6%) heparina sdédica intravenosa, a dosis que prolongaban 2.5 veces
el tiempo parcial de tromboplastina. 6 {85.7%), nitratos, en forma de
parches dérmicos o en comprimides de liberacidn prolongada. 1 recibia
furosemida, 40 mg/dia, y 2 atenclol, 100 mg/dia.

En 5 casos la lesidn se localizd en la areria descendente anterior. En
1 caso en la coronaria derecha, vy en el restante en 1la arteria
circunfleja. En 5 casos la lesidn era proximal, y en 2 en el territorio
medio.

En 4 casos la morfologia de la lesién era focal {(menor de 0.5 cm), en
2 casos tubular (entre 0.6 y 1 ¢m), y en uno difusa {(superior a 1 cm).

En 5 casos la apariencia de la lesidén era excéntrica, y en 2,

concéntrica. En 5 casos la lesidn era de forma lisa y en 2 irregular.
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El gradc de estenosis previa a la ACTP fue del 82.8%. En todos 1los
casos la ACTP se realizd con éxito, con estenosis residual inferior al
50%. La estenosis residual media fue del 33.7%. El nitmerc de inflados
nedio para dilatar 1la lesidn fueron 2.5 (2-4). Los  pacientes
presentaron dolor como media 28 segundos trag el inflado del balén de
angioplastia.

Ninguna ACTP se complicd, salvo por la presencia de vasoespasmo
autoclimitado en 2 pacientes; no se objetivd infarto de miocardio tras
la ACTP, en ninglin caso.

Los niveles plasmiticos de ET fueron los siguientes:

Arteria coronaria, pre-ACTP: 1.67:0.8 pg/ml (p«D.05 frente a
controles). Post-ACTP: 2.65:3.1 pg/ml (p:ns frente a controles). No
hubo diferencia significativa entre los valores de ET en arteria
coronaria antes y después de la ACTP.

Seno coronario, pre-ACTP: 2.17x1.1 pg/ml (p¢0.05 frente a controles);
post-ACTP: 1.2720.4 pg/ml (p<0.0' frente a controles). No hubo
diferencia entre los valores de ET en seno coronario antes y después de
la ACTP.

Arteria femoral, pre-ACTP: 1.97£1.3 pg/ml (p<0.05 frente a controles).
Post-ACTP: 1.83+1.4 pg/ml (p=0.05, ns frente a contrecles). No hubo
diferencias en los niveles de ET en arteria femoral antes y después de
la ACTP.

Vena femoral, pre-ACTP: 1.79:1.4 pg/ml (p=ns frente a controles).
Post-ACTP: 1.57:0.6 pg/ml (p<0.01 frente a contrecles). No se apreciarcn
diferencias significativas en los niveles en sangre venosa periférica
antes y después de la ACTP. Estos resultados se expresan en las figuras
B2, B3, B4 y B5.

Los 7 pacientes pudieron ser evaluados nuevamente al cabo de 14 meses.
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En 4 pacientes se objetivd reestenosis (57.1%), realizandose a 3 de
ellos nueva ACTP, con la colocacién de una prdtesis endovascular. En el
paciente restante se comprobd reestenosis del 100%, pero sin ningin

sintoma. 3 pacientes (43.9%) se encontraban bien, sin lesiones.
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F.3. Infarto agudo de mipcardio.

Las caracteristicas clinicas se expresan en la figura C1. 7
pacientes eran varones. La edad media de los pacientes fue de 57.7:9.3
afios (49-73). Los factores de riesgo encontrades con mas frecuencia
fuercon tabaquismo, 7 pacientes, hipertension arterial 3,
arteriosclerosis cobkliterante de miembros inferiores 3, hiperlipidemia
3, diabetes 2, vy angina de esfuerzo estable 2. Ningin paciente habia
sufrido un infarto de mioccardic previamente, ni presentaban
insuficiencia renal. Las horas de evolucidén del dolor antes de la toma
de 1la primera muestra fueron 3.6:2.2. El pico maximo de CPK (creatin
fosfoquinasa) fue de 1194.64801.9 U/1l, gque se presentd a una media de
17.75+2 horas de comienzo de la clinica, WNinghn paciente presentaba
sintomas © signos de insuficiencia cardiaca, vy ninguno desarrolld
clinica sugestiva de ésta durante su evolucidn, ni arritmias graves que
reguirieran el usc de medicamentos antiarritmicos. La localizacidn de
los IAM fue: anteroseptal en 4 casos, anterolateral en 2 e inferior en
4. El tratamiento gque recibieron durante su estancia en UCI fue:
nitratos por via intravenosa, oral o en parche en todos los casos,
verapamil en 2 casos, heparina sbédica por via intravenosa (a dosis que
prelongaban 2.5 veces el tiempo de tromboplastina), en 6 casos;
heparina calcica 7500 u/12 horas por via subcutdnea, en 2 casos.
Aspirina 250 nmg/dia en 5 cascs. En 6 casos se realizd fibrinclisis, en
4 de ellos con estreptoquinasa y en 2 con rTPA, que se considerd eficaz
por la presencia de criterios de reperfusidn, entre los que destacan la
minimizacién del Area de necrogis y la presencia de un pico precoz de

CPK (el pico de CPK entre los gue se realizd fibrinolisis aparecidé a
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las 9 horas frente a las 17.73 horas en los que no se hizo
fibrinolisis, p«<0.01). No se encontraron diferencias gignificativas
entre los dos grupos de pacientes en relacidn al valor maximo de CPK.

Los resultados de ET, ANF y CRA se expresan graficamente en las
figuras (€2, C3 y C4. Los valores de ET se encontraron elevados
significativamente frente a 1los controles durante las 24 horas de
evolucién del IAM, y fueron los siguientes: (ET1 ge refiere al ingreszo,
ET2 a la muestra obtenida a las 4 heoras, ET3 a las 8 horas, y ET4 a las
24 horas). Los valores plasmiaticos de ET1 en el ingreso en UCI, en el
conjunto de pacientes, fue de 1.32:0.4 pg/ml, cifras superiores a las
de los controles, con una p<d.001 (controles, ET: 0.5720.41 pg/ml,
n=16). ET2: 1.94#0.21 (superior a controles, p<0.001). ET3: 1.7120.64
(superior a controles, p<0.001). ET4: 4.60+3.26 (superior a controles,
p<0.01).

Los valcores de ANF mostraron una evolucidén tiempo-dependiente,
encontrandose elevados al ingresc y a las 24 horas. ANF1: 59.71+13.61
pg/ml (p<0.001 frente a controles, 5.84:3.96 pg/ml). ANF2: 20.55:26.74
(p=ns frente a controles). ANF3: 34.55:x45.44 (p=ns). ANF4: 55.6+27.34
{p<0.001 vs controles).

La CRA se encontrd elevada durante las primeras 24 horas de evolucidn
del IAM. CRA1: 38.24x14.1 pg/ml (p<0.001 frente a controles, 14%7
pg/ml). CRA2: 44.48:15.4 (p<0.00%1). CRA3: 29.68:5.86 (p<0.001). CRA4:
67.08:22.8 (p<0.001).

Los valores de ET en los pacientes a los gue se realizd fibrinolisis
diferian de los que no la recibieron. Estas diferencias se expresan
graficamente en la figura C€5. Los resultados fueren los siguientes:

Con fibrinolisis, ET1: 1.42:0.44 pg/ml; ET2: 2.03:#0.17 pg/ml; ET3:

1.98+0.43 pg/ml; ET4: 6.86+1.85% pg/ml. Sin fibrinolisis, ET! 1.16%0.32
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pg/ml; ET2: 1.83:0.22 pg/ml; ET3: 1.31:0.75 pg/ml; ET4: 1.2:0.8 pg/ml.
No hubieron diferencias entre las muestras de ET1, ET2 ni ET3, aungue
se aprecidé una tendencia hacia la significacién estadistica en 1las
muestras de ET2 y ET3, que fueron superiores en los casos de fibrino-
ligis, con una p de 0.08 y 0.05, respectivamente. Los valores
plasmaticos de ET4 {muestra a las 24 horas del ingreso) eran mas altos
en los pacientes gque recibieron fibrineligis (p<0.001}).

No se apreciaron diferencias entre los valores de ANF entre los
pacientes con o sin fibrinelisis, aungue las muestras de ANF1, ANF2Z y
ANF4 eran lo suficientemente pequenas comc para no poder obtener
conclusiones estadisticas firmes.

Los valores de CRA no diferian entre los dos grupos en las muestras
obtenidas al ingreso, a las 4 y 8 horas. Sin embargo, eran
significativamente superiores entre los pacientes gue recibieron
fibrinolisis, a las 24 horas {82.1212.1 frente a 44.57%£13.7, p<0.001).

Se aprecid correlacidén lineal significativa (p<0.05) entre leos valores
de ET y CRA. Los valores de ET y CRA se relacionaron positivamente, con
coeficientes de correlacidén que variaron entre +0.64 (figura C6) para
las muestras al ingreso, vy +0.87 a las 24 horas. Se aprecidé una
correlacién inversa entre CRA y ANF en las muestras a las 24 horas, con

r:-0.73 (p<0.05).
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F.4. Accidente vascular cerebral isquémico.

1. ACV agudo (evaluacién al ingreso en el Hospital).

De los 17 pacientes, 10 eran varones. La edad media fue de 73.6:8.7
anos (rangoc 57-92). 13 pacientes (76.5%) eran hipertensos; presentaban
hiperlipemia conocida 6 (35.3%). 5 pacientes eran diabéticos (29.4%). 9
fumadores activos (52.9%). 4 (23.5%) pacientes habian presentado en el
pasado (mas de dos meses), clinica sugestiva de accidentes isquémicos
transitorics o ACV establecido. 1 paciente (5.4%), presentaba c¢linica
de claudicacidédn intermitente en miembros inferiores. 4 (23.5%)
presentaban evidencia de cardiopatia isquémica por infarto de miocardio
previo. 3 pacientes (17.6%) habian sidc diagnosticados de insuficiencia
renal crénica, en relacidén con HTA.

El intervalo entre la aparicién de los sintcmas y la toma de la
primera muestra fue de 20.629.7 horas.

La tensidn arterial sistdlica (TARS) al ingreso fue de 149.4:24.3 mmHg;
la tensidon arterial diastdélica (TAD) fue de 87.6:19.8 mmHg. La
puntuacién en la EM al ingreso fue de 48.7+22 puntos.

Los mniveles plasmiticos de ET en vena fueron de 6.44:x4.7 pg/ml
(p<0.001 frente a controles, ET= 0.54%0.1 pg/ml). En arteria, los
valores de ET fueron de 6.22¢5.1 pg/ml (p<0.05 vs controleg). No hubo
diferencia significativa entre los valores de ET arterial o venosa.

Los niveles plasmaticos de ANF fueron de 128.4:122.4 pg/ml, superiores
estadisticamente a los de sujetos sanos (ANF= 6.83:3.4 pg/ml, p<0.05).

La CRA fue de 39.7:4.2 pg/ml; sus valores no diferian (p=0.07) con
respecto a controles, CRA=14:2 pg/ml.

No existid correlacién lineal entre los valores de ET, ANF, CRA, ni
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con la puntuacién en la EM. 3Sin embargo, los pacientes con menos de 45
puntog en la EM presentaban niveles plasmiticos de ET venosa superiocres
a los que presentaban mas de 45 puntos, ET= 4.08£3.9 pg/ml frente a
ET=8.80t4.4 pg/ml, respectivamente (p<0.05}) (figura D2).

6 pacientes (35.3%) fallecieron a lo largo de la evolucidn del
accidente vascular, por causas relacionadas directamente con éste. Los
pacientes gque fallecieron presentaban al ingreso valores en la EM
inferiores a los que no fallecieron (26.33 frente a 61.72 puntos,
p<0.001). No hubieron diferencias significativas entre 1les valores
plasmaticos de ET arterial ni venosa, ANF, ni CRA entre los pacientes
que fallecieron y los que no.

Se aprecid una correlacitén estadisticamente significativa (p<0.05),
entre 1los valores de ANF al ingreso y el indice de mejoria relativa a
la semana de evolucibn, independiente del tratamiento con nicardipina
{r=+0.71){figura D3). Igualmente, 1la TAD se correlacicnd de forma
negativa con el IMR (r=-0.59} (figura D4). No huboc correlacidén entre

los valores de ET, CRA, edad, EM, ni TAS con el IMR.
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2. Seguimiento clinico a la semana de aparicidén del ACV.

A. Pacientes tratades de forma convencional.

9 pacientes fueron seguidos clinicamente durante una semana tras
la aparicidn del ACV; 5 eran varones. La proporcidén de factores de
riesgo cardiovascular eran los siguientes en éste grupo: HTA 7 (77.8%);
hiperlipemia 5 (55.6%); diabetes 3 (33.3%); tabaquismo 5 (55.6%). La
edad media fue 73.5:10.2 afios.

La TA sistdlica al ingreso fue 15%1.11220.2 mmHg; 1la TA diastbélica fue
92.22+23.8 mmHg.

El intervalo entre la aparicién de los sintomas v la toma de la
primera muestra fue de 19.55:6.8 horas.

La puntuacidn en la EM fue: dia 1 {ingresa): 39.77+18.2; dia 3: 50x21;
dia 7: 64%11.7. (figura D5).

Los valores plasmdticos de ET venosa en éste grupo fueron: Ingreso,
6.16t5.8 pg/ml (significativamente superiores a los valores de ET en
sujetos normales, p<0.05). Dia 3, 6.0828.27 pg/ml (p=0.27, -ns- frente
a controles). Dia 7, 13.3:11.8 pg/ml (p=0.11 frente a controles). Estos
resultados se expresan graficamente en la figura D6.

Los valores de ET arterial fueron: Ingreso, 4.99:5.63 pg/ml., Dia 3,
2.94+2 pg/ml. Dia 7, 16.61x14.67 pg/ml. No diferian con respecto a los
valores de ET en gsujetos normales,

Los valores plasmidticos de ANF fueron: Ingreso 97.2:115.7 pg/ml. Dia
3, 93.1+116.5 pg/ml. Dia 7, 69.85+77.13 pg/ml. No diferian con respecto
a controles en ninguno de los tres dias (figura D7).

Los valores de CRA fueron similares a leos de los controles durante los

tres dias: Ingreso, 50.47+49.9 pg/ml. Dia 3, 27.93+#6.76 pg/ml. Dia 7,
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26.9:6.76 pg/ml (figura D7).

El indice de mejoria relativa fue de -13.09+38.8 (figura D8).

5 pacientes (55.6%) fallecieron a lo largo de la evolucidn por causas
directamente relacionadas con el ACVY.

En los casos en los que el indice de mejoria glebal fue inferior a
cero, todos los pacientes fallecieron; los valores plasmaticos de ET al
ingreso en los pacientes con indice de mejoria inferior a cerc fueron
de 10.48:6.7 pg/ml, frente a 2.13%1.9 pg/ml (p<0.05), entre los que la
mejoria global fue superior a cero (figura D9}. Los valores de ET al
ingreso en muestras venosas no diferian, sin embargo, entre los
pacientes que fallecieron (ET: 8.89:6.24 pg/ml) y los que no
fallecieron (ET: 2.79£2, 21 pg/ml). No hubieron diferencias
significativas entre 1los valores de ET arterial, ANF, ni CRA, en
ninguno de los tres dias entre los pacientes que fallecieron y los que

noe.



74

B. Pacientes tratados con nicardipina.

8 pacientes recibieron, tras el diagndstico de ACV isguémico,
tratamientc con nicardipina 120 mg/dia por via oral o SNG. El comienzo
del tratamiento fue en todos los cascs tras la primera determinacidn de
ET, CRA y ANF.

La edad media fue de 73.5:7.4 aflos. 5 pacientes eran wvarones; los
factores de riesgo vascular no diferian significativamente de los del
grupo gque recibieron tratamiento convencional, y entre ellos se
incluian HTA, 6 pacientes (75%), hiperlipemia, 1 (12.5%), diabetes 2
(25%), vy tabaguisme 4 (50%). 1 paciente habia presentado previo al
desarrolloc del actual ACV, sintomas de accidente isquémico transitorio.
3 pacientes (37.5%) presentaban cardiopatia isquémica (antiguos IAM). 1
paciente presentaba insuficiencia renal crénica, relacionada con HTA de
larga evolucidn.

La TA sistdlica al ingreso fue 147.5:29.6 mmHg; la TA diastdlica fue
82.5£13.8 mmHg.

El intervalo entre la aparcidn de los sintomas vy la toma de la primera
muestra fue de 22.1x13.5 horas.

La puntuacién en la EM fue, al ingregso, ©58.7223.6; al tercer dia,
66.2+26,3. Al séptimo dia, 74.7219.3 (figura DS).

El indice de mejoria relativa segin la formula descrita previamente,
fue de +27.08£32.6 (figura D8).

Los valores plasmaticos de ET en muestras venosas fueron los
siguientes: ingreso, 6.28:3.8 pg/ml (significativamente superior a
controles, p<0.01). Dia 3, 16.75%9.2 pg/ml (p<0.01 frente a controles).
Dia 7, 6.08:4.3 pg/ml (p<0.05 frente a controles) (figura D10).

Los valores de ET plasmatica arterial fueren: dia 1, 7.2724.9 pg/ml
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{p<0.05 frente a controles). Dia 3, 9.48:6.1 pg/ml (p<0.01 frente a
controles). Dia 7, 4.75:3.3 pg/ml {p<D.05 frente a controles).

Los valores de ANF plasmitico fueron similares a los de los controles,
durante las tres muestras. Dia 1, 167.39+135.7 pg/ml. Dia 3,
342.41+308.2 pg/ml. Dia 7, 511.85:501.6 pg/ml.

Los valores de CRA fueron: dia 1, 20.87:12.6 pg/ml. Dia 3, 24.4:12.5
pg/ml. Dia 7, 104.6t5.6 pg/ml. No diferian con respecto a controles en
ninguna de las tres determinaciones.

1 paciente {12.5%) fallecid a lo largo de la evolucidn por causas
directamente relacionadas con el ACY.

No se observé ningin efecto adverso atribuible al tratamiento con
nicardipina; aungue en general se aprecid una disminucién de la tensién
arterial durante los 7 dias de tratamiento, las diferencias no fueren
significativas con respecto a los pacientes que recibieron tratamiento

convencional.
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C. Diferencias entre los dos grupos.

La comparacién de las caracteristicas clinicas de los pacientes queda
reflejada en la figura D11. No se apreciaron diferencias en cuanto a la
edad de los pacientes, sexo, tiempo entre el comienzo de los sintomas y
la toma de la primera muestra, HTA, hiperlipemia, diabetes, tabaquismo,
ACV isquémico transitorio previo, patoleogia vascular en extremidades
inferiores, cardiopatia isquémica, insuficiencia renal crénica, TA
sistdlica y diastélica al ingreso, ni en cuanto a la puntuacién en la
EM en ninguno de los dias. Los valores plasmiticos de ET, ANF y CRA
fueron similares en ambos grupos. Los valores en la EM el dia 7, los
valores de ET arterial, ANF y CRA al tercer dia, asi como los de ET
vencsa, ANF y CRA al séptimo dia, no fueron comparables por el escasc
numero de la muestra.

La proporcidn de exitus fue superior en el grupe de pacientes gque
recibieron tratamiento convencional (12.5% frente a 55.5%, p¢0.05).

El indice de mejoria global fue superior en los pacientes que
recibieron tratamiento con nicardipina (+27.08 frente a -13.09, p<0.05)

{(figura D8).
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F.5. Sepsis,

7 vpacientes fueron diagnosticados de shock séptico v 4 de sindrome
séptico. Los gérmenes involucrados con mas frecuencia fueron los gram
negativos (6 casos, 54.5%); en 4 (36.3%) se aprecid infeccidn por
gérmenes mixtos (gram negativos, positivos y/o anaerobios). En 1 caso
la causa de la infeccién permanecid desconocida (9%) (figura E1).

4 pacientes (36.3%) fallecieron en relacidn con shock séptico; 7
sobrevivieron a la infeccidn y pudieron ser dados de alta (63.6%).
Todos los pacienteg que fallecieron presentaban distress respiratorig;
ninguno de los pacientes gue sobrevivieron a la infec¢idn presentaron
ésta complicacidn.

7 pacientes ({63.6%), requirieron soporte vasoactivo c¢on aminas
simpaticomiméticas durante mas de 48 horas ( 7 Depamina, 6 Dobutamina,
3 Adrenalina).

La puntuvacién media en la escala Apache 2 fue de 23.6:7.5 el dia 1 (11
pacientes), el dia 2: 21.2:7.4 (5 pacientes), vy el dia 3: 21.6:10 (3
casos) .

En la escala SSS la puntuacién media fue, dia 1: 17.4:4.5 (11 casos);
dia 2: 15.822.1 (5 casos); dia 3: 14.6+1.5 (3 casos).

La Creatinina plasmatica en el dia 1 fue de 2.85:2.2 mg/dl; la poO2
89.1¢28.6 mmHg; la diferencia alveolo- arterial de oxigeno se calculd
en los pacientes sometidos a ventilacidn mecénica {5 pacientes), vy fue
de 515.4#144, La frecuencia cardiaca el dia 1 fue de 123.6:6.4 L/min.
La presidén arterial media fue de 81.7:22.9 mmHg (74.1+26.1 en pacientes
con shock séptico y 95:4 en sepsis, p=0.08)

Estos valores se expresan en la figura E2,



78

Niveles de ET-1

Los niveles plasmdticos de ET en la primera muestra obtenida, en el
global de pacientes fueron de 2.41:0.96 pg/ml (estadisticamente
superior a los sujetos control, p«<0.001). Los pacientes con sindrome
séptico presentaban uncs niveles de ET de 2.92:1.13 pg/ml, y los
pacientes con shock séptico 3.08:0.75 pg/ml; no hubieron diferencias
entre los niveles de ET entre los pacientes con sepsis o shock séptico,
y ampos fueron supericres a los valores normales. En los 5 casos en los
gque se obtuvo muestra el segundo dia, los valores de ET fueron de
2.97+1.34 pg/ml, y el tercer dia 5.31:6.97 pg/ml, ambos resultados
significativamente superiores a log valores normales (figura E3).

No se aprecid correlacién significativa entre los valores de ET y la
puntuacidn en las escalas de severidad clinica Apache 2 ni S8S; tampoco
se relaciond con la presencia o no de shock ni con el exitus. Los
valores de ET eran similares entre los pacientes que presentaban
Creatinina plasmatica superior a 1.5 mg/dl (ET=2.24:0.3), y en aquelles
en los que la funcién renal era normal (ET=2.16:0.8), p=ns.

Los valores de ET en infecciones graves producidas por gérmenes gram
negativos fueron de 2.92:1,13 pg/ml; en el grupc de infecciones mixtas
{anaerobios y gram positivos), fueron de 1.9420.75 pg/ml, diferencia no
significativa.

No se encontraren diferencias entre los valores de ET entre los
pacientes gque recibieron aminas vasopresoras como tratamiento de 1la
hipotensidén refractaria a la expansidn de volumen, vy los que no; asi,
los que las recibieron presentaban unos niveles de 2.08:0.75 pg/ml, vy
los que no las recibieron 2.92:1.13 pg/ml.

Se aprecidé una correlacién positiva estadisticamente significativa



79

(p<0.05) entre los valores de ET y los de ANF, con una r=+0.71 (figura
E4).

Niveles de ANF

Los niveles plasmiticos de ANF se encontraron elevados con respecto a
los valores normales en pacientes con infecciones graves, siendo en el
conjunto de pacientes de 68.37:57.7 pg/ml (p<0.01). En pacientes con
sindrome séptico 1los niveles de ANF eran de 82.9:66.84 pg/ml (p=0.056,
ns frente a controles), y en el shock séptico 62.15:56,97 pg/ml (p<0.05
frente a controles) (figura E5).

No se encontrd relacifn estadistica entre los niveles plasmiticos de
ANF vy la puntuacidn en las escalas de severidad c¢linica Apache 2 ni
S55, ni con el exitus; tampoco se encontraron diferencias entre los
pacientes con insuficiencia renal, uso de aminas vasopresoras, ni con
las cifras de presidén arterial.

Los valores de ANF plasmatico eran superiores en los pacientes con
infeccidén grave producida por gérmenes gram negativos (ANF=95.77:50.4
pg/ml), gque en aquellos con infeccidn por gérmenes anaerobios ¢ gram

positivos (ANF=31,63:23 pg/ml, p<0.05).

Niveles de C3d

Los niveles plasmaticos de €3d se encontraron significativamente
elevados durante todo el pericdo del estudio frente a 1los controles
(C34=12.53+3.64 UA/ml, n=26). El primer dia fueron de 49.27:24.95 UA/ml
(n=11), p<0.001. E1 2° dia fueron de 55.85:24.22 UA/ml (n=7), p<0.01, y
el 3° dia 63.6+23.71 UA/ml (n=%), p<D.01 (figura E6}.

No se encontrd relacidn entre el tipo de germen implicado en la sepsis
y los niveles plasmaticos de C3d; tampoco se encontraron diferencias

entre 1los pacientes con sindrome séptico o shock. Los niveles
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plasmaticos de C3d no variaban significativamente entre lcos pacientes
que fallecieron y 1los que sobrevivieron. No se encontrd relacidn
estadistica entre la gravedad de la infeccidn y los niveles plasmiticos

de C3d.
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G. DISCUSION.

G.1. Clampadje adrticeo infrarrenal.

El clampaje adértico infrarrenal induce una vasoconstriccién renal
transitoria, con descenso del filtrado glemerular, de causa
incompletamente explicada (298). Se ha sugerido gque la activacidén del
sistema nervioso simpatico, junto con un descenso del volumen efectivo
circulante y la activacién del sistema renina-angiotensina, son las
mecanismos responsables de ésta reaccidn al clampaje adrtico. Sin
embargo, esta disminucidén del flujo sanguineo renal no es posible
prevenirla mediante el tratamiento con manitol o dopamina (299). Se ha
descrito también elevacidén de la presién arterial en el periode
posterior al clampaje {298). El efecto de la ET sobre la c¢irculacidn
renal es similar al descrito en la insuficiencia renal postclampaje:
marcada vasoconstriccidn renal, con disminucidén del filtrado glomerular
y disminucién del volumen uriraric y la natriuresis (166). Por otra
parte, se ha comprobado que la elevacidn de los niveles plasmaticos de
ET dos veces por encima del valeor normal se asocia con efectos
bioldégicos, entre los que destaca el aumento de las resistencias
vasculares periféricas y vasoconstriccidn en el territorio remal (96).
Es posible por tanto, gque los valores de ET cobservados en nuestros
pacientes pudieran influir en la funcidn renal tras el clampaje.

La causa de la elevacidn de ET en ésta situacidn posiblemente se
relacione con 1la isquemia. Sin embargo, los estudios in vitre han

demostrado que la vasoconstriccidn inducida por la hipoxia es de corta



82

duracién y facilmente reversible (300). La sensibilidad de los
diferentes territorios vasculares parece ser similar en cuanto a la
vasoconstriccidn inducida por hipoxia o anoxia (301,302). En segmentos
arteriales pulmonares en cultivo la hipoxia moderada no influyd en la
secreccion de ET {303), pese a gue se ha comprobado que 1la hipoxia
mantenida durante 30 minutos eleva la ET en un 171% en un estudio in
vitro de segmentos de arteria mesentérica (73). El efecto
vasoconstrictor de 1la ET se incrementa en situaciones de hipoxia, vy
tras el bloqueo farmacolégico de la produccidn de NO (304). La isquemia
induce una cascada de hechos, entre los que se incluyen la depleccidn
de las reservas de adenosin trifosfato (ATP){305), acumulacidn de
protones (306), y la difusidn de precursores de purinas {307) y potasio

(308) al medio extracelular; junto con éstos mecanismos, la generacién
de radicales libres durante la isquemia (309}, podria influir en la
capacidad del endotelic para secretar ET.

Los niveles mas altos de ET se apreciaron en nuestro estudio, en los
periodos de reperfusidén tanto precoz comc tardia. El incremento del
flujo induce un efecto directec sobre la secreccidén de ET (72), vy la
reoxigenacidn incrementa la captacidén de ET marcada en la membrana de
las células cardiacas (310). El motivo exacto de la persistente
elevacidn de la ET tras la liberacidén del clamp es desconocido.

Se ha descrito gue la cirugia mayor eleva por si misma los niveles
plasmaticos de ET {253), probablemente en relacidén con la secreccién de
ET a partir de lesidén endotelial inducida por la manipulacidn
quirurgica; la secuencia temporal de la elevacién de la ET tras el
clampaje adrtico en nuestros casos, apunta hacia una influencia
directa de la isquemia, Por otra parte, en un estudio en humanos de

caracteristicas similares al nuestro, en el que se midiercon los niveles
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plasmaticos de ET tras clampaje adrtico e infusién de nifedipina, 1los
valores de ET volvieron a la normalidad al final de la operacidn (311}).
Hemos comprobado igualmente que los pacientes c¢con arteriosclerosis
obliterante de miembros inferiores presentan niveles de ET superiores a
los controles, en condiciones basales. Si bien la presencia de diabetes
e hipertensién podria influir en éstos resultados, 1la participacidén de
la ET en esta situacidn clinica ha sido previamente descrita (250), vy

podria poseer importancia fisiopatoldgica.
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G.2. Angioplastia coronaria-angina inestable.

En la patogenia de la angina inestable se considera en la actualidad
determinante la relacién entre la placa de atercma, la agregacidn
plaguetaria, y la alteracidn del tono vasomotor (313,314). La ET
influye en ésta relacién ejerciendo un potente y sostenido efecto
vasoconstrictor, que se ha demostrado sobre la circulacidn coronaria
tanto in vivo como in vitro {3153,316}.

Las arterias con ateromatosis poseen una menor capacidad de
relajacién, posiblemente en relacidén con una menor secrecciédn basal de
NO (317), con una exagerada sensibilidad a la accidén de 1la ET (318), o
por ambas cosas (319). La ascciacidn ateromatosis/exceso de ET podria
influir notablemente en la patogenia de la angina inestable (271,320).
Los estimulos para la produccién de ET son en la actualidad
desconocidos en su maycr parte, asi como la relevancia de la ET en
diferentes situaciones clinicas (321). 8Sin embargo, la trombina, la
presién de rozamienteo, el aumente del flujo, y posiblemente la
igquemia, sean capaces de estimular su produccidn in vive (322). Es
posible que el determinante final de la produccidn de ET sea el dafio
endotelial. En la enfermedad coronaria aguda, el dano endctelial es una
constante (323), posiblemente influida por la isquemia vy la formacidn
de trombos de fibrina {(324,325). Se ha comprobado gue la ET contribuye
también a la patogenia del vasocespasmo de la angina variante (angina
con c¢oronarias normales, sin placa de ateroma) junto con otros factores
como las catecolaminas, el NO, la serotonina, prostaciclina vy
tromboxano (271).

En nuestros pacientes los valores de basales de ET se encontraban
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elevados en las muestras procedentes de la arteria coronaria, arteria
femoral y seno coronario; no diferian sin embargo los valores de vena
periférica entre los pacientes con angina inestable y controles. Por el
hecho conocide de la capacidad del pulmdén de extraer la mayor parte de
la ET circulante (146), el hallazgo de encontrar valores mas altocs en
segmentos coronarios (arteria y seno coronarios), gque en vena
periférica, podria significar gue mas cantidad de ET se esta
produciendo en el territoric coronario, o gue menos ET es extraida a
través de la circulacién pulmonar. Es posible que la mayor produccidn
de ET sea el factor contribuyente a la elevacidn de sus niveles; Toyo-
Oka et al (273) encontraron resultados similares en una serie de
pacientes con angina variante y vasoespasme provocable, Aunque el
origen de la ET cbtenida en muestras de la arteria coronaria o el seno
ceoronario es claro, resulta especulativeo hablar del corigen de la ET
cuando nos referimos a muetras de vena periférica; la ET que se obtiene
de muestras de una vena del antebrazo, <Jrepresentan realmente 1la ET
circulante, o son el resultadec de la produccién local de ET por parte
de la circulacién de 1la extremidad?. Se ha comprobadeo que en
circunstanciags gque elevan leos niveles plasmaticos de ET, existe una
amplia distribucidon de mRNA de ET en mOltiples localizaciones, incluido
el pulmdén y el corazdn (165). Por otra parte, se desconoce la funcidn
biclogica que ejerce ésta produccidn incrementada de ET. Es posible por
tanto, que la valoracidn de los niveles plasmiticos en vena periférica
de ET represente una visidn parcial del problema.

Tras la ACTP, los niveles de ET en vena periférica se
incrementaron, y fueron significativamente mas elevados gue los de los
controles. La ACTP es un mecanismo de reperfusidn que implica un "dado

controlado" de 1la pared del vaso. La lesidn del endotelio en ésta
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circunstancia altera su normal mecanismo de control del tonoc vascular
{326); se ha comprobado gque tras la ACTP se medifica de manera notable
el tono de la microcirculacién (327-329), 1lo que en ccasiones induce
marcada vasoconstriccidn {(330). La elevacidén de los niveles plasmiticos
de ET en vena periférica tras la ACTP podria reflejar, por tanto, la
lesidén endotelial que induce la angioplastia. En senc corcnaric los
niveles de ET disminuyeron tras la ACTP, si bien no alcanzaron
significacidn estadistica (p=0.11), probablemente por el escaso nimerc
de pacientes. Este fendmeno de descenso paraddéjico es similar al
descenso de los valores de ET durante el vasoespasmo inducido por
acetilcolina en pacientes c¢on angina variante (273), y podria
significar gque durante la ACTP se inhibe por algiin mecanismo la
liberacidn de ET. Existen tres posibles explicaciones a éste fendmeno:
primero, que la ET se secretara en menor cantidad en relacidén con la
oclusidn del flujo coronario transitoria que produce el inflado del
balén en el interior del vasce; uno de los mecanismos conocidos de
liberacidon de ET es la presidn de rozamiento {shear stress) {71), vy el
aumento del flujo (72). El descense de la presidén de perfusién y el
flujo en los segmentos ocluidos por el baldn disminuirian la secreccidn
de ET. Las muestras de senc coronario se obtuvieron aproximadamente 3
minutos tras la finalizacidn de la ACTP, quizd en un momento en el gque
el flujo hiperhémico maximo se encuentra adn reducido, como sucede
habitualmente tras la angioplastia (328). Es posible, por tanto, que el
descenso de los valores plasmiaticos de ET en seno coronario
inmediatamente tras 1la ACTP refleje un efecto flujo-dependiente de
disminucidn de la secreccidédn de ET.

Se ha descrito que tras la ACTP, los valores de ET en senc cercnario



87

se encuentran disminuidos tras la finalizacidn del procedimiento, pero
se elevan a 1los 10 minutos (331). La secuencia de la toma de las
muestras en nuestros pacientes fue siempre senc coronario-vena femoral.
Quizd muestras mas tardias hubieran relejado la elevacidn descrita tras
la ACTP en seno coronario, vy el hecho de que las muestras de wvena
periférica se hayan obtenido después justifique la elevacién en vena
periférica que nosotros hemos encontrado.

El segundo mecanismo que podria justificar el descenso de la ET es 1la
disminucién en el aclaramiento de la ET a través de un territorio
vascular contraido; la tasa de aclaramiento de la ET podria estar
influida por un aumente en la captacidén de ET por parte de la
musculatura lisa wvascular adyacente al territorio endotelial lesionado.
Se ha demostrade que tras la inyeccidén de ET marcada con 125-I, el
aclaramiento de ésta es rapida pese a la persistencia de sus efectos
bioldégicos (332), y que los segmentos adyacentes a un territorio
isquémico presentan un incremento en el flujo coronario, debido a una
mayor capacidad contrictil y a unos niveles incrementados de
catecolaminas (273). Las muestras recogidas del seno coronario podrian
subestimar la cantidad de ET producida en el territorio lesionade, por
estar influidas por la totalidad del flujo corenario, gque representan
la secreccidén de ET posiblemente incrementada en el area de isquemia, y
la secreccidn quizés normal o alta en el territorio angiograficamente
libre de enfermedad.

La tercera explicacién para la disminucidén de la ET podria residir
en el tratamiento con nifedipina que recibiercon todos los pacientes.
Los estudios realizados sobre el efecto de los farmacos anatagonistas
del calcio (AC) sobre la vasoconstriccidn inducida por ET ha mostrado

resultados contradictorios. Si bien su eficacia clinica en situaciones
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en las gue estd probablemente involucrada la ET, come la angina
variante, esta claramente demostrada (333), los estudios in vitro han
demostradoe gque los AC no interfieren de forma relevante en la
contraccién inducida por ET de segmentos vasculares en cultive (334-
336), aunque si disminuyen los efectos de la ET sobre las arterias
coronarias humanas y porcinas {337). En otros estudios, los AC in wvitro
son capaces de bloquear el incremento del calcio intracelular y la
movilizacidén de inositol fosfato en celulas musculares lisas (338), =i
bien el mecanismo de elevacién del calcio intracelular inducido por ET
parece no ser especificamente relacionado con los canales del calcio
sensibles a dihidropiridinas (339,340})), vy que el antagonismo de los AC
frente a la accién de la ET es funcional y no competitivoe (341). Sin
embargo, la perfusidn de nifedipina en humanos es capaz de atenuar la
elevacién de los niveles plasmaticos y el efecto vasoconstrictor renal
de la ET tras el clampaje adrtico infrarrenal; en similares
circunstancias (ver protocolce de Endotelina en el clampaje adrtico
infrarrenal en ésta misma Tesis), se ha apreciade un aumento ceonstante
de los niveles plasmaticos de ET sin infusién de nifedipina. En todo
casa, el nimero escaso de pacientes impide obtener deducciones
concluyentes. En nuestro estudico se produjc una alta incidencia de
reestenosis (57%), superior a la media habitual entre el 16-45%
(342,343); éstas diferencias con respecto al global de pacientes con
angina inestable, y otras posibles diferencias no detectadas en cuanto
a su enfermedad coronaria o factcres de riesge, implica que sean
necesarios posteriores estudios para aclarar el papel de 1la ET en la

angina inestable, vy su posible influencia en la reestenosis tras ACTP.
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G.3. Infarte agudo de miccardio,

Hemos descrito niveles plasmaticos aumentados de ET en las primeras 24
horas de evolucidn del infarte de miocardio (figura C2). La elevacidn
de la ET en las primeras horas del IAM es un hecho descrito previamente
(267,268,344-346). En estudios en animales con IAM producido por la
ligadura de la arteria coronaria, se han descrito niveles plasmiticos
elevados de ET (347,348), y se ha comprobado que la administracién de
anticuerpos monoclonales anti-ET disminuye el area de infarto (271). No
se conoce con precisidn el mecanismo que induce la liberacidén de ET,
aungue la isquemia miocArdica y la lesidén endotelial asociada,
probablemente gean los factores determinantes {349). En estudios en los
que se produjo isquemia mediante la ligadura de la arteria coronaria
(270), o 1la aplicacidn directa de un trombo en una arteria coronaria
principal (350), no se aprecid elevacidn significativa de 1la ET,
excepto gi tras éste periodo de isquemia geguia otro de reperfusidn. La
reperfusién en éstos casos se indujo mediante la liberacidén de 1la
obstruccidén mecanica (retirada de la ligadura), o por fibrinolisis con
uroguinasa, respectivamente. Se ha sugerido, por tanto, gue factores
aparte de la isquemia, influyen en la elevacidn de la ET tras el IaM.
La presién de rozamiento {(24), y la sobrecarga de calcio intracelular
{29), Jjunto con el efecto de la trombina, podrian ser otros factores
implicados en ésta elevacidén de ET. La isquemia miocardica, por otra
parte, induce cambios a nivel intracelular como alteraciones del
metabolismo intermediario y fosforilacién oxidativa (351), anomalias en
metabolismo lipidico (352) e hidroelectrolitico {353), cuya relacién

con la sintesis de ET no ha sido establecida. La isquemia y la
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reperfusidén aumentan la produccidn de radicales libres de oxigeno

(354), que ejercen un efecto tdxico sobre el endotelio (355), y quizés
sean capaces de influir en la produccidn de ET. Durante la reperfusién
s€ ha descrito aumento en el tono de la microvasculatura de causa no
precisada (356-358), reversible con el AC diltiazem (356); aungue hasta
la actualidad se consideraba que, al igual que en relacién con la
aparicion de arritmias post-reperfusién, el mecanismo de produccidn de
éste fendmeno de vasoconstriceion se relacionaba con el aumento de la
concentracién de calecio intracelular y su c¢apacidad de estimular
receptores alfaadrenérgicos (359), es posible que sea influido
notablemente por 1la ET, habida cuenta su importancia en el tono
coronario y la contractilidad miocardica (360).

Una explicacién a la elevacidn de los niveles plasmaticos de ET tras
la fibrineclisis es la existencia de un fendmeno de lavado o "wash-out"
{270). Tras el estimulo capaz de incrementar la produccidén local de ET,
la reperfusién de éste Area "lavaria" ésta ET producida en exceso, vy
aumentaria sus niveles plasmaticeos. 8in embargo, en un estudic se ha
descrito  discordancia entre log niveles plasmiticos de ET y la
cantidad total de ET producida localmente, que se mantiene elevada pese
a la normalizacién de los niveles plasmidticos {(347). Es pesible que el
rapido aclaramiento pulmonar de la ET justifique la discordancia entre
niveles en tejido y en plasma.

Por nuestros resultados se puede comprobar que el tratamiento mediante
fibrineclisis eleva notablemente los valores de ET (figura CC5). Esta
elevacidén refleja la reperfusién del area isquémica en relacidn con la
liberacién de la obstruccién trombdtica coronaria.

Se ha descrito que la elevacidén de los niveles plasmaticos de ET dos

veces por encima del valor normal se relaciona con la aparicién de
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efectos sistémicos, en concreto vasoconstriccidn de predominio renal,
con disminucién de la frecuencia y gasto cardiacos, sin efecto sobre la
cireulacidn coronaria y la tensién arterial (96). Los niveles locales
de ET es posible que sean proporcionalmente muy superiores a los
obtenidos en muestras plasmaticas, por el efecto del aclaramiento
pulmonar {146). No estd establecido si la elevacidn de los niveles
plasmiticos de ET tras el TIAM se asocia con efectos bioldgices
diferentes de la extensidén del area de infarto, pero en relacidn con el
efecto arritmogénice de la ET (361), no relacionado enteramente con la
isquemia (362), se puede especular con su contribucidn al desarrollo de
arritmias por reperfusidn (363).

En trabajos previos de nuestro grupo (364), habiamos comprobade una
variacién relacionada con el tiempo de los niveles plasmaticos de ANF;
nuestros resultados actuales ratifican aguellos hallazgos {(figura C3),
La dinexistencia de una correlacidn positiva entre ET y ANF, sugiere
gue, al menos en nuestros casos de IAM, no se produce una elevacidn
compensatoria de los niveles de ANF frente a los de ET. Se ha
demostrado un efecto opuesto de la ET y ANF en cuanto al control de la
presidén arterial y la natriuresis (188,366). Su efectec antagdniceo y de
retroalimentacién  ({"feed-back") positivo representa un  aspecto
importante del control circulatorio y de la homeostasis de los liquidos
corporales. La ET estimula la produccidn de ANF in vivo (189,367) e in
vitre, por un mecanismo no relacionade con la distensidn  auvricular
(189,368,369); 1la administracidén de ANF atenla el efecto presor de la
ET (188,367), minimiza el efecto deletérec de la ET sobre 1la
circulacién renal (370,371}, e inhibe la produccidn de ET (366). En

gituaciones en las que se produzca una elevada cantidad de ET, la falta
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de compensacidn por ANF inducird una mas clara expresidn de los efectos
bioldgicos de aguella (188).

No se conoce con precisién el mecanismo que influye en la wvariacién
temporal de 1los niveles plasmaticos de ANF tras el IAM. Segin 1la
hipotesis vigente (372,469), en relacién con el descenso del gasto
cardiaco que produce la disminucién de la contractilidad miccdrdica por
el IAM, se produciria hipoperfusién renal, gue estimularia la actividad
del sistema renina-angiotensina; ésto induce retencidén de agua y sal,
aumento del volumen plasmidtico y elevacidén de la presidn auricular. El
aumento en la presidn auricular estimularia la produccién de ANF, que
por medio de su efecto natriurétice, aumentaria la excreccidn de sodio
y disminuiria el wvolumen plasmatico. Esto a su vez disminuiria la
presién en la auricula derecha, y haria descender la produccidn de
ANF. 8i se considera que el ANF es una hormona sdlo dependiente del
volumen (373), es posible que se obtenga sélo una visidn simplista del
problema. Otros estimulos para la secreccidén de ANF son la frecuencia
cardiaca (374,375), el estimulo del sistema nervioso simpatico (376), y
otros factores como los agentes colinérgicos, los ésteres de phorbol,
iondéforo de calcio y ET (377). Si bien en nuestro estudio no disponemos
de datos scbre el volumen plasmatico ni la presidén venosa central (no
se considerd ético la colocacidén de un catéter venoso central si no
estaba indicade clinicamente), de forma constante se aprecid una
elevacion de 1la concentracién de renina activa, gue mostrd una
correlacidén positiva con significacidn estadistica frente a ET (figura
C8). El1 estimule del sistema renina angiotensina aldosterona es otro
factor involucrado en la produccidén de ANF (378). La incapacidad, por
tanto, de elevar 1los niveles plasmaticos de ANF en ésta situacidn

clinica, en la que se encuentran incrementadas la actividad de dos



93

sistemas presores, ET y CRA, podria considerarse como patolégica, cuyo
resultado es la tendencia hacia la vascceonstriccifn y mantenimiento de

la isguemia.
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G.4. Accidente vascular cerebral isguémico.

Hemos descrito elevacidn de 1los niveles plasmaticos de ET en
pacientes con ACV isquénico; no existen referencias previas en la
Literatura en éste campo. La ET es un péptido con intensa accién
vasoconstrictora, cuyo origen fundamental es el endotelio vascular, que
se produce posiblemente en condiciones de lesidn de éste (24).

La importancia de la ET como regulador del tono vascular cerebral y
su papel como neuropéptido han sido ampliamente demostrados
(207,211,215). La ET ejerce un potente efecto vasoconstrictor de las
arterias cerebrales, comprobhado tanto en estudios in wive (121-123),
como in vitro (209). Sin embargo, en otros trabajos se ha apreciado que
el efecto presor sobre la circulacidn cerebral de la ET se aten(la de
manera significativa cuando la administracién se produce por via
intravenosa (383), que el efecto de la ET sobre la circulacion cerebral
es menos potente que sobre otros lechos vasculares {(384), y que el
efecto vagoconstrictor sobre las arterias craneales se produce
fundamentalmente tras la administracidn intratecal de ET, vy no después
de la administracidén a través de la arteria vertebral (385). Estas
diferencias probablemente se deriven de la influencia de la anestesia
sobre los modelos animales de reactividad vascular, ya que se ha
comprobado que tanto el ticpental, fenobarbital y ketamina atenian la
respuesta vasoconstrictera de la ET (208). La administracidén continfia
de ET a través de una bomba de infusidén implantada en el espacio
subaracnoideo induce una intensa vasoconstriccién de las arterias
craneales (225); igualmente, tras la aplicacidén de ET en la
microcirculacién a través de microinyecciones (1-300 fmol) en el

paréngquima cerebral, se aprecia una reduccién dosis-dependiente de la
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perfusidn cortical (211).

Existen mOltiples receptores para ET1 y ET3 en el sistema
nerviosce central (200,386,387). Se ha comprobado que la ET induce en
células del SNC un efecto de aumento variable del calcio intracelular
(197,388), que se atenia con AC; el efecto vascconstrictor de la ET se
atentia igualmente con inhibidores de la enzima ciclooxigenasa y con
antagonistas del tromboxano {(209).

Es posible que la ET se produzca en exceso en el area neuronal vy
endotelial lesionada por la isquemia, vy que ésto induzca una elevacién
de los valores plasmiaticos. FEl papel de la ET como marcador de dafo
tisular inespecifico ha sido sugerido tras la demostracién de la
elevacion de sus niveles plasmiticos tras c¢irugia mayor (253), o en
pacientes traumatizados (389). Contrasta con ésto, sin embarge, la
prolongada duracién de sus efectos bioldgicos y su marcada influencia
sobre el tono vasomotor. Hasta la fecha no es posible explicar
satisfactoriamente su papel en el contexto de un ACV isquémico.

En todo caso, de nuestros resultados se puede deducir que la ET
es un marcador prondstico de la severidad del ACV; como se expresa en
la figura D9, los niveles plasmiticos de ET gSa encontraban
significativamente elevados en los pacientes que evolucionaron
desfavorablemente. Los pacientes que sufrian mas dafio neuroldgico
presentaban niveles mas elevados de ET (figura D2). La elevacidn de la
ET se mantiene durante la primera semana de evolucidn del ACV, aungue
probablemente por influencia del escaso nGmerc de pacientes ésto se
adscribe s6lo al grupo de pacientes que recibieron Nicardipina, Otro
factor destacable que influye en la evolucidn de nuestros pacientes es

el nivel plasmitico de ANF, Pudimos apreciar una correlacién
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significativa positiva entre el valor de ANF al ingreso y la mejoria
glocbal del dafio neuroldogico (fig D3); la TAD se relaciond de forma
inversa con la mejoria (fig D4). La incapacidad para secretar
sustancias vasodilatadoras tras la elevacidn de ET se asocia con el
mantenimiente de la isquemia y la lesién celular (390); la relacidn
entre ANF y ET es especialmente relevante por su marcado efecto
antagdénico in vivo, ya gue el ANF atenda notablemente el efecto presor
de la ET cuando se infunde ésta por via iv, vy el pretratamiento con Ac
anti-ANF exagera la respuesta presora a la adminigstracidn de ET (188).
Se podria suponer que, en aguellos pacientes con suficiente capacidad
para secretar ANF u otras sustancias vasodilatadeoras {(391), se podria
atenuar el efecto vasoconstirictor de la ET, y ésto se traduciria
clinicamente por una menor lesidn neurolbgica y una recuperacion
precoz. Aungue no existid correlacién entre los valores de TAD y ANF,
se puede especular igualmente con el hecho de que un mencr tono
vascular en éstos pacientes pudiera deberse a un exceso de actividad
vasodilatadora, y que ésto se asocia con mejor prondstico. Sin embargo,
son multiples los factores que sSe asocian con el mantenimiento de la TA
en pacientes con ACV, y probablemente seria errdneo simplificarle a una
proporcién inadecuada entre vasodilatacidén y <constriccidn., 3Se ha
descrito, por otra parte, gque en éstos pacientes el mantenimiento de
adecuados niveles de TA por si mismo es capaz de ejercer una influencia
beneficiosa sobre el pronédstico (392).

La influencia de los antagonistas del calcio (AC) sobre la accidn
vasoconstrictora de la ET es motivo de controversia (393). En alguncs
territorios wvasculares, como el coronarice (315), renal (175}, o
cerebral (208), es posible demostrar una atenuacidn de los efectos de

la ET, cuando se analiza la respuesta vasoconstrictora in vivo o vitro.
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La idea original de Yanagisawa et al (24), de gue la ET se comportaba
como un agonista enddgeno de los canales del calcio dihidropiridin-
sensibles, sin embargo, se ha visto modificada por 1la abundante
evidencia experimental de la importancia del calcio extracelular pero
el escasoc o nulo efecto de los AC para abolir eficazmente la accién
constrictora de 1la ET (28). En nuestros pacientes la administracidn de
nicardipina no medificd los niveles plasmiticos de ET, aunque si
ejercid una notable influencia en el pronéstico; probablemente se trate
de un error inducido por la inclusidn de pacientes en uno u otro grupo,
en relacidn con una mayor frecuencia de exitus en el que no recibid
nicardipina, influida por el escasc nOmero de pacientes. Se ha
demostrado el efecto beneficicse de los AC cuando se utilizan
precozmente en el ACV (394-396), pero son necesarios posteriores

estudios que confirmen éstos hallazgos preliminares.
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G.5. Sepsis-Endotelina.

Los resultados de éste estudio muestran que los niveles plasmaticos da
ET se encuentran significativamente elevados en pacientes con sindrome
séptico o shock séptico, en comparacién con los valores encontrados en
voluntarios sanos. Pittet (29%) ha descrito elevacién de ET en 11
pacientes en las primeras 24 horas del desarrollo de sindrome séptico,
apreciando una correlacidn positiva entre ésta y la gravedad clinica
determinada por la puntuacidn en la escala APACHE 2, vy una correlacidn
negativa con respecto al indice cardiaco.

Weitzberg (250) ha descrito igualmente elevacidn de la ET en 6
pacientes con sindrome séptico, siendo especialmente marcada en
aquellos pacientes que presentaban fracaso renal. Aungue no existe una
explicacién definitiva que Jjustifique la elevacidn de los niveles
plasmiticos de ET, se considera gque el dafio endotelial en el curso de
la sepsis es el mecanismo responsable de ésta (401). La alteracién del
tono y la permeabilidad vascular durante la sepsis se relacionan con el
dano endotelial (402,403).

Las endotoxinas producidas por algunas bacterias gram negativas,
también la enterotoxina, la toxina 1 del sindrome del shock toxico, los
productos de la pared celular de bacterias gram positivas u hongos, o
antigenos virales (404), pueden iniciar la cascada de la sepsis (405).
Se ha comprobado que la endotoxina es capaz de estimular la produccidn
de ET tanto in wvivo como in vitro (70}. Tras la presencia en la
circulacién de endotoxina, se considera que ésta inicia una serie de
reacciones bioldgicas entre las que destaca la produccidén de TNF,

interleukina 1, interleukina 6, interleukina 8, y PAF (factor activader
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plaquetario), por parte de fagocitos mononucleares y otras células,
incluidas las endoteliales (406). Junto con elle, se activa la cascada
de 1la coagulacidn (407) y el sistema del complemento {(408). Tras 1la
produccién de TNF, interleukina 1 y PAF, el acido araquiddnico se
metaboliza hacia la formacién de leucotrienos, tromboxano,
prostaglandina E2, y prostaciclina. La interleukina 1 y la interleukina
6 activan a los linfocitos T para producir interferon gamma,
interleukina 2, interleukina 4 y factor estimulador de las colcnias de
granulocitos-monocitos (288,401,409,410). Todos éstos factores ejercen
efectos directos scbre el endotelio vascular. La endotoxina (411), TNF

(412), PAF (413), leucotrienos (414} y tromboxano A2 (415), incrementan
la permeabilidad vascular a traves de un efecto directo sobre el
endotelio. La activacién de la cascada del complementc en el curso de
la sepsis induce alteraciones en la funcidn vascular (416), y provoca
activacién de los neutrdfilos. Los neutrdfilos ejercen un efecto tdxico
sobre el endotelio a través de la degranulacién de enzimas lisosomales
{417) y mediante la liberacidn de radicales libres de oxigeno (418).

Se ha comprobado que parte de los mediadores conocidos de la sepsis
estimulan la secreccidn in vitro de ET; la interleukina 1 afadida al
medio de cultivo de células endoteliales estimula la produccidn de ET
de manera dosis v tiempo-dependiente (287). Los leucocitos
polimorfonucleares posgeen capacidad de convertir big-ET a ET-1, asi
como degradar ET {290). La liberacidén de ET inducida in vivo tras la
administracién de endotoxina se correlacicena con el grado de
vasoconstriccidén renal y esplénica (419). El1 endotelio vascular podria
secretar ET debido a la presencia de miltiples estimulos en el contexto

de la sepsis. El posible papel de la ET en el contexto de la sepsis se
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expresa en la figura E7.

El papel del 6xido nitrico, con funciones antagbnicas a las de la ET,
parece igualmente relevante en el mantenimiento del teono vascular en la
sepsis (420-422); es posible que la proporcidn entre NO y ET en el seno
de la microvasculatura sea importante para el mantenimiento de la
presidn arterial en la sepsis (423).

Hemos demostrado igulamente una elevacidén de los niveles plasmiticos
de ANF en pacientes con sepsis, gque se correlaciona positivamente con
los niveles de ET. El ANF es una hormona involucrada fundamentalmente
en la requlacién del volumen plasmatico (424}, cuyos estimulos
principales gon la distensién auricular y la frecuencia cardiaca. En
nuestros pacientes no pudimos apreciar una relaciodon entre la presidn
arterial, hematocrito, creatinina plasmatica, ni la frecuencia cardiaca
con los niveles de ANF. VExiste suficiente evidencia en la actualidad
como para considerar que el ANF ejerce una funcién antagdnica a la ET
{188,366); el aumento en la secreccidn de ET por parte de un endotelio
lesionado en el curso de la sepsis podria por tanto, estimular la
liberacidn de ANF. De nuestros resultados no se puede deducir, sin
embargo, gque otros factores involucrados en el curso de 1la sepsis
pudieran igualmente influir en los niveles de ANF, como la presién en
la auricula derecha o el estimulo alfa y beta adrenérgico {377).

No existe explicacidn para la diferencia entre los niveles plasmiticos
de ANF entre aquellos pacientes con sepsis inducida por gérmenes gram
negativos; si bien la endotoxina, y en concreto su porcidn lipidica el
péptido A, es un producto de la pared celular exclusiva de los gérmenes
gram negativos, es considerado el factor inicial en la cascada de 1la
sepsis (405). Se ha comprobado gue en aguellos pacientes en situacidn

de shock séptico en los que se detecta con mas frecuencia endotoxemia,
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existe una mayor frecuencia de fracaso multiorganiceo, disminucidén de
las resistencias vasculares periféricas ¥ depresién de la
contractilidad miocArdica (425,426). Cabria suponer, por tanto, una
relacidn entre la presencia de gérmenes gram negativos, endotoxemia,
alteracidn de la regulacién del tono vascular y ANF,

La elevacién de los niveles de C3d, como indice de activacidén del
sistema de complemento, ha sido descrita en el contexto de la sepsis
(427), y se ha relacicnado 1la magnitud de su elevacién con 1la
mortalidad {408,428), los niveles de lactato e interleukina 6 (427), y
con el grado de alteracitén de la permeabilidad vascular y la presién
arterial (429). El sistema del complemento se ve activado en la sepsis
a partir de la via clésica (C1,C4 y C2), por medio del reconocimiento
de complejos antigeno-anticuerpo gue se unen al factor Clg, vy a través
de la via alternativa (factores B, D, y C3) mediante el reconocimiento
de Dbacterias vy productos de su pared celular, o© mediante complejos
inmunes compuestos por IgA o IgD (430). Tras la generacidn de C3a y CS5a
{anafilotoxinas), el sistema del complemento media la iniciacién del
dano de membrana celular mediante sus productos finales €5-C9, y se
producen una serie de cambios humorales entre los gue se incluyen
vasodilatacidén, incremento de la permeabilidad capilar, aumento de la
agregacidén plaquetaria, y activacién de 1los neutrdéfilos, con el
consiguiente dafic endotelial (431).

En nuestros pacientes pudimos apreciar una marcada elevacidén de 1laos
niveles de €3d, que refleja activacién del sistema del complemento.
Aungue no poseian influencia prondstica, ni existid ninguna correlacién
entre los niveles de C3d y otros parametros analizados, es posible que
la activacién del sistema del complemento influyera en el dafo

endotelial y en la elevacidén de los niveles plasmaticos de ET.
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H. Resumen de los estudios clinicos.

H.1. Clampaje adrtico infrarrenal.

Los niveles plasmaticos de ET ge encontraron elevadosg en una serie
de 13 pacientes con arteriosclerosis obliterante de miembros
inferiores. Durante la cirugia para la colocacién de una protesis
aortobifemoral, se realizd clampaje infrarrenal de la arteria aorta.
Les niveles plasmiaticos de ET se mantuvieron elevados durante la
isguemia, y aumentaron aun mas tras 5 y 30 minutos de liberacidn del
clamp. Se concluye que: 1. Los pacientes con arteriosclere¢sis
obliterante presentan valores elevados de ET en condiciones basales. 2.
El clampaje adrtico infrarrenal induce una elevacidn significativa de
los niveles plasmiticos de ET. 3. La reperfusidn tras la liberacion del

clamp se asocia con una elevacidén sostenida de los valores de ET.

H.2. Angina inestable-ACTP.

Se han estudiado a 7 pacientes con angina inestable por enfermedad
coronaria de un vaso, sometidogs a angioplastia coronaria transluminal
percuténea (ACTP). Los niveles plasmaticos de ET se encontraban
elevados con respecto a controles sanos, antes de la ACTP, en las
muestras obtenidas de arteria corcnaria, seno c¢oronario y arteria
femoral; 1los niveles de ET en vena periférica y seno <¢oronario se
elevaron significativamente tras la realizacidén de la ACTP.

La endotelina plasmatica ge encuentra elevada en la angina inestable,

y el incremento de sus niveles plasmaticos tras ACTP  podria
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relacionarse con el desarrcllo de reestenosis.

H.3. Infarto de miocardioc.

Los niveles plasmiticos de ET se encontraron elevados durante las
primeras 24 horas de evolucidén en una serie de 10 pacientes con infarto
de miocardic, que no presentaron inguficiencia cardiaca. Se encontraron
diferencias significativas c¢on respecte a contreoles en las muestras
obtenidas al ingreso (con menos de 12 horas de evolucién), y a las 4, 8
y 24 horas de éste. Los niveles plasmaticos de ANF mostraron una
evolucidn tiempo-dependiente, con valores elevados al ingreso,
normalizindose a las 4 y 8 horas, para volver a elevarse a las 24 horas
de éste. Se encontraron valores de renina superiores a los controles
durante las 24 primeras horas de evolucidén del IAM,

En los pacientes a los que se realizd trombolisis con fibrineoliticos,
se comprobd una elevacidon notable de los valores plasmaticos de ET a

las 24 horas del ingreso.

H.4. Accidente cerebrovascular isquémico.

Se han determinadoc los niveles plasmiaticos de ET, ANF y CRA en una
serie de 17 pacientes diagnosticados de ACV isquémico, que fueron
seguidos durante siete dias tras la aparicién de éste. E1 ACV fue
diagnosticade en base a la aparicién de sintomas y signos de lesidn
neurologica establecida, con un TAC craneal sin evidencia de hemorragia
o tumor. Se analizd el grado de dafio neurolégico mediante la puntuacién
en la escala de Mathew, vy la evolucidn de la severidad se cuantificd

mediante el calculo del indice de mejoria relativa. Los niveles
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plasmaticos de ET se encontraban elevados al ingreso, vy se mantuvieron
elevados en las muestras de sangre obtenidas al tercer y séptimoc dia de
su evolucidn. Se encontrd una relacidn entre la puntuacidén en la escala
de Mathew, rcuando @sta era inferior a los 40 puntes, vy niveles
plasmaticos mas elevados de ET. Los pacientes que evolucionaron peor
presentaban igualmente niveles plasmaticos mas elevados de ET. Los
niveles plasmaticos de ANF se encontraban elevados al ingreso, y se
pudo apreciar una correlacidn positiva entre la mejoria clinica al
séptimo dia y los niveles de ANF al ingreso. No se aprecid variacién
significativa de logs niveles de renina, 7 Pacientes recibieron de forma
aleatoria 120 wmg/dia de nicardipina, apreciandose una mejoria
significativa de su lesidn neuroldgica al séptimo dia, influida
probablemente por un menor nimero de exitus en éste grupo. No se
apreciaron diferencias en los niveles plasmaticos de ET entre los

pacientes que recibieron o no nicardipina.

H.5. Sepsis.

Hemos analizado los niveles plasmiticos de ET, ANF y C3d en una serie
de 11 pacientes con sepsis o shock séptice. Se ha comprobade que en
esta situacidn clinica se encuentran elevados log niveles de ET, sin
qgue ésto se relacione con la mortalidad, gravedad clinica,
insuficiencia renal, ni ningin otro parametro de los analizados, vy
probablemente refleje lesidn endotelial en relacidn con la sepsis. Los
niveles plasmaticos de ANF se encuentran igualmente elevados,
apreciandose una c¢orrelacién lineal positiva con los niveles
plasmaticos de ET. Los niveles de C3d se encuentran igualmente elevados

en esta serie de pacientes, sin poseer influencia pronodstica.
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I. Conclusiones.

1. La endotelina-1 es un péptido con marcada accidén vasoconstrictora,
secretada fundamentalmente por el endotelio wvascular, cuyos valores

plasmdticos en individuos sanos son de 0.54#0.51 pg/ml.

2. En pacientes con arteriosclerosis sistémica los niveles plasmaticos

de ET son superiores a los valores de los sujetos sanos.

3. La isguemia inducida por el clampaje adrtico infrarrenal en el
contexto de la colocacidn de una prdtesis vascular aocrto bifemoral,

induce elevacidn de los niveles plagmiticos de ET, que se mantiene tras

la reperfusidn producida por la apertura del clamp.

4. En pacientes con angina inestable por enfermedad corcnaria de un
sdlo wvasc, 1la realizacidén de ACTP eleva los niveles plasmiticos de ET

en senc corcnaric y sangre periférica.

5. Los niveles plasmiticos de ET se encuentran elevados en las primeras

24 horas de evolucidn del infarto de miocardio no complicado.

6. Los pacientes con infarto de miccardio tratados con fibrinolisis
mediante estreptoquinasa o r-TPA, poseen niveles plasmaticos de ET mas

elevados que los tratados de forma convencional.

7. Los niveles de renina plasmitica se encuentran elevados durante las

primeras 24 horas de evelucidén del infarto de miocardio.
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8. Los niveles de ANF muestran una variacién tiempo-dependiente en el
infarto de miocardio, encontrandose elevados al ingresc y a las 24

horas de evolucidn.

9. Los niveles plasmaticos de ET se encuentran elevados en pacientes
con accidente vascular cerebral de naturaleza isquémica, y se mantienen

elevados durante la primera semana tras la aparicidén de éste.

10. Los niveles plasmaticos de ET poseen valor como marcador del

prondstico y severidad del accidente cerebral isquémice.

11. La nicardipina no produce variacién en los niveles plasmaticos de

ET en pacientes que han sufrido un accidente isquémico cerebral.

12. Los niveles plagmaticos de ANF y renina se encuentran elevados
durante los primercs siete dias de evolucidn del accidente wvascular

cerebral isquémico.

13. Los niveles de ANF en las primeras horas de evolucidn tienen
influengia prondstica en pacientes con accidente vascular cerebral

isquémico.

14, Los niveles plasmaticos de ET se encuentran elevados en pacientes

con sindrome séptico o shock séptico.

15. Los niveles de ANF se encuentran elevados en pacientes con sepsis o
shock séptico, correlacionindose de manera positiva con los niveles de

ET.
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16. En pacientes con sepsis o shock séptico se produce activacidn del
sistema del complemento, determinado mediante la elevacién de los

niveles plasmaticos de C3d.
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FIGURAS



ENDOTELINA EN CIRUGIA VASCULAR.
CARACTERISTICAS CLINICAS.

Numero de pacientes: 13. 12 varones, 1 mujer.

Edad: 67 £ 13.

Diagnostico: Obstruccion adrtica por ateromatosis.

Procedimiento quirtrgico:
Colocacion de una protesis vascular adrtica.
Clampaje infrarrenal de la aorta.

Factores de riesgo cardiovascular:
Diabetes S (38%)
Tabaquismo 8 (61%)
Hipertension arterial 4 (30%)
Hiperlipemia 3 (23%)

FIGURA A1
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ENDOTELINA-ANGINA INESTABLE.

Caracteristicas clinicas.

Numero de pacientes: 7
Edad: 56 £ 9 afos.
Sexo: 6 varones, 1 mujer.
Factores de riesgo:
Tabaquismo 71%
Hipertension arterial 42%
Hiperlipemia 42%
Diabetes 42%
Manitestaciones clinicas:
Angina de reposo (4)
Angina de reciente comienzo (2)
Angina acelerada (1).

FIGURA Bla



ENDOTELINA-ANGINA INESTABLE.

Caracteristicas clinicas.

Lesion tnica en la DA: 100%.

Estenosis pre-ACTP: 82.8%
Estenosis post-ACTP: 33.7%.

Mortologia de la lesion:
Focal 4
Tubular 2
Difusa 1

Apariencia de la lesion:
Excéntrica 5
Concéntrica 2

FIGURA Blb



ENDOTELINA-ANGINA INESTABLE/ACTP.
Arteria coronaria
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ENDOTELINA-ANGINA INESTABLE/ACTP
Seno coronario
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ENDOTELINA-ANGINA INESTABLE/ACTP
Arteria femoral
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ENDOTELINA-ANGINA INESTABLE/ACTP
Vena femoral
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ENDOTELINA-INFARTO DE MIOCARDIO.
Caracteristicas clinicas.

Numero de pacientes: 13; varones 7, mujeres 3.
Edad: 57x9 afios.
F. de riesgo:
Tabaquismo (7).
Hipertension (3).
Hiperlipemia (3).
Diabetes (2).
Horas de evolucion antes del ingreso: 3.6x£2.2.
Pico maximo de CPK: 1194+801 mg/dl. Hora: 17.7.
Localizacion:
Inferior (4).
Anteroseptal (4).
Anterolateral (2).
Tratamiento:
No fibrinolisis (4).
Estreptoquinasa iv.(4).
r-TPA iv.(2).

FIGURA Cl1.
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ENDOTELINA-IAM
Niveles plasmaticos de ANF
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ENDOTELINA-IAM
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CRA pg/ml
70
GO e
S0 [ e
W0 7 T -----------------
30 IV / ------------
N h I = ,‘
L
L i

CONTROLES INGRESO 4 HORAS 8 HORAS 24 HORAS

FIGURA 4




ENDOTELINA-IAM
Efecto de la fibrinolisis.
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ENDOTELINA-IAM
Correlacion ET-CRA
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ENDOTELINA-ACV ISQUEMICO.
Escala de Mathew modificada.

A/ Situacidon mental
1. Nivel de conciencia (0—8)
2. Orientacion (0—6)

B/ Lenguaje (0—23)

C/ Pares craneales
1. Hemianopsia homoénima (0-3)
2. Desviacion conjugada de los ojos (0—3)
3. Debilidad facial (0—3)

D/ Fuerza en extremidades
* Por cada miembro (0-5)

E/ Capacidad global (0—28)
F/ Reflejos (0—3)
G/ Sensibilidad (0-3)

FIGURA D1.
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ENDOTELINA-ACV ISQUEMICO
Correlacion lineal ANF-IMR
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ENDOTELINA-ACV ISQUEMICO
Correlacion lineal TAD-IMR
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ENDOTELINA-ACV ISQUEMICO
Escala de Mathew
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ENDOTELINA-ACV ISQUEMICO

Valores de ET (Tto.convencional)
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ENDOTELINA-ACV ISQUEMICO
Valores de CRA y ANF.
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ENDOTELINA-ACV ISQUEMICO

Efecto del tratamiento en la evolucidn.
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ENDOTELINA-ACV ISQUEMICO
Endotelina como marcador prondstico.
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ENDOTELINA-ACYV ISQUEMICO
Valores de ET (Tto. Nicardipina).

20

15

10

ET pg/ml

CONTROL DIA1 DIA 3 DIA 7

FIGURA D10




ENDOTELINA-ACV ISQUEMICO
Diferencias entre los 2 grupos.

NICARDIPINA | CONVENCIONAL
Edad: (p=ns) 73.5x10 73.5%7
Sexo: (p=ns) 5/4 5/3
Mathew 1: (p=ns) | 39.7%18 58.7x23
TAS: (p=ns) 15120 147+29
TAD: (p=ns) 92+23 82+13
IMR: (p<0.05) +27.08£12 -13.09+38
ET: (p=ns) 6.16£5.8 6.28+3.8
ANF: (p=ns) 97.2x115 167135
CRA: (p=ns) 50.47+49 20.87%12
Exitus: (p<0.05) 12.5% 55.6%

FIGURA D11



ENDOTELINA EN LA SEPSIS
Etiologia de la infeccidn.

DESCONOCIDA 9%

GRAM NEGATIVOS 55%
6

FIGURA E1



ENDOTELINA EN LA SEPSIS
Caracteristicas clinicas.

11 enfermos

9 varones, 2 mujeres

Edad

46.81 19 Afos.

Sindrome s€ptico

4 (36%)

Shock s€ptico

7 (63%)

Puntuacion Apache-2

23.63+7.5 Puntos.

Puntuacion SSS

17.45+4.59 Puntos.

Aminas vasoactivas

7 pacientes (63.6%)

Creatinina 2.85x2.24 mg/dl.
pO2 89.16+28.6 mmHg.
DAaO2 515.4+144 mmHg.
F. cardiaca 113.6x16.4 lats/min.
Exitus 4 (36%)

FIGURA E2



ENDOTELINA EN LA SEPSIS
Niveles plasmaticos de ET-1
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ENDOTELINA-SEPSIS
Correlacion lineal ET-ANF
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ENDOTELINA EN LA SEPSIS
Valores plasmaticos de ANF
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