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RESUMEN

La vasculopatia diabética es una enfermedad cronica inflamatoria de bajo
grado que se ha relacionado con la hiperglucemia. La disfuncién endotelial es una
manifestacion temprana de la vasculopatia diabética y en la actualidad existen
resultados controvertidos sobre como la elevacion de la D-glucosa deteriora la
vasodilatacién mediada por endotelio. Por otro lado, tanto en la diabetes mellitus tipo 1
como tipo 2, se ha propuesto un papel relevante para las citoquinas inflamatorias,
como interleuquina-1p (IL-1B), en la patogenia de la enfermedad, asi como en el
desarrollo de vasculopatia diabética. Sin embargo, se conoce muy poco sobre la
capacidad de estas citoquinas en la aparicion de la disfuncion endotelial. En el
presente trabajo se han estudiado los posibles mecanismos implicados en la aparicion
de disfuncion endotelial asociada a la diabetes mellitus.

En la primera parte del estudio, en microvasos mesentéricos de rata Sprague-
Dawley controles, se ha demostrado que el mero aumento de las concentraciones
extracelulares de D-glucosa no es suficiente para inducir un deterioro en las
relajaciones dependientes de endotelio producidas por ACh. Sin embargo, la pre-
incubacién de los vasos con la citoquina pro-inflamatoria IL-18 durante 30 min 6 2 h
produjo disfuncion endotelial en estos microvasos de manera concentracion-
dependiente. La disfuncion endotelial inducida por IL-1 se potencié por el aumento de
las concentraciones extracelulares de D-glucosa, sugiriendo que la hiperglucemia
modula la alteracién de la funcién endotelial inducida por la IL-1B. El tratamiento de los
microvasos mesentéricos de rata con el antagonista recombinante del receptor de IL-1,
anakinra (AK), produjo un blogqueo concentracion dependiente de la disfuncion
endotelial causada por IL-1B, tanto en un medio con D-glucosa normal como en
presencia de concentraciones elevadas de la misma.

La disfuncion endotelial inducida por IL-1B, asi como su potenciacion en

presencia de alta D-glucosa, esta relacionada con un aumento de la actividad de la



enzima NADPH-oxidasa, medida mediante estudios de quimioluminiscencia por
lucigenina, capaz de producir O, e interferir con las relajaciones endotelio-
dependientes mediadas por el ON. En este sentido, la disfuncion endotelial por IL-1
mejora con tempol, un barredor de O, con el bloqueo de la NADPH-oxidasa con
apocinina y mediante la inhibicion de la ruta de las pentosas fosfato (necesaria para el
suministro de NADPH) con 6-ANAM.

En la segunda parte del trabajo, se estudié la funcién endotelial en un modelo
agudo de diabetes tipo 1, inducido por la administracibn de estreptozotocina. En
microvasos mesentéricos obtenidos de este modelo de diabetes experimental se
produjo un deterioro de la relajacion endotelio-dependiente inducida por ACh
transcurridas dos semanas de evolucion de la enfermedad. La disfuncién endotelial
observada estaba mediada por un aumento del estrés oxidativo asociado a la
activacion de la enzima NADPH-oxidasa, medida mediante estudios de
guimioluminiscencia por lucigenina. Al igual que ocurre con la alteracion de la funcion
endotelial originada por IL-1, la disfuncion endotelial diabética mejora con tempol, un
barredor de O, con el bloqueo de la NADPH-oxidasa con apocinina y mediante la
inhibicion de la ruta de las pentosas fosfato (necesaria para el suministro de NADPH)
con 6-ANAM.

En este modelo agudo de diabetes experimental, la funciéon endotelial de los
microvasos mesentéricos se restaurd mediante el tratamiento de los animales con el
antagonista competitivo de los receptores para IL-1, anakinra. La mejoria de la funcion
endotelial se asocié a una inhibicion de la actividad NADPH-oxidasa en los vasos
obtenidos de los animales tratados. Por tanto, la citoquina pro-inflamatoria IL-13 puede
tener un papel relevante en la disfuncion endotelial asociada a la diabetes mellitus,
aunque sus niveles plasmaticos no se incrementaron significativamente en los

animales diabéticos.



En conclusion, estos hallazgos indican que la hiperglucemia per se no es
suficiente para producir directamente disfuncion endotelial, aunque puede exacerbar
los efectos de una respuesta inflamatoria en curso, producida por citoquinas del tipo
de la IL-1pB, que podrian estar mediando la disfuncién endotelial asociada a la diabetes
mellitus, del mismo modo que participan en distintos procesos inflamatorios
relacionados con la enfermedad. EI mecanismo activado por estas citoquinas puede
ser la enzima NADPH-oxidasa vascular, con el consiguiente aumento en la produccion
de O%,. Finalmente, este trabajo sugiere que las aproximaciones terapéuticas para el
tratamiento de la vasculopatia diabética deberian no sélo disminuir la hiperglucemia,
sino también reducir el ambiente pro-inflamatorio vascular. En este sentido, los

antagonistas de los receptores para IL-1 constituyen una prometedora posibilidad.



SUMMARY

Diabetic vasculopathy is a chronic low-grade inflammatory disease associated to
hyperglycemia. Endothelial dysfunction is an early manifestation of the diabetic vasculopathy
and controversial results exist at present to explain how the elevation of D-glucose can impairs
the endothelium-mediated vasodilatations. On the other hand, both in type 1 and type 2
diabetes mellitus, a prominent role for pro-inflammatory cytokines, such as interleukin-1f (IL-
1B), has been proposed for the pathogenesis of the disease, as well as in the development of
diabetic vasculopathy. Nevertheless, little it is known concerning on the capacity of these
cytokines to induce endothelial dysfunction, as well as its relevance in diabetes mellitus.

In the first part of the study, performed in mesenteric microvessels from control
Sprague-Dawley rats, it was demonstrated that the mere increase of extracellular D-glucose
concentrations was not sufficient to induce an impairment of the endothelium-dependent
relaxations to ACh. Nevertheless, the pre-incubation of the microvessels with the pro-
inflammatory cytokine IL-18 during 30 min or 2 h produced a concentration-dependent
endothelial dysfunction in these microvessels. The endothelial dysfunction induced by IL-1p
was potentiated by the increase of the extracellular concentrations of D-glucose. The treatment
of the rat mesenteric microvessels with the recombinant human IL-1 receptors antagonist,
anakinra (AK), produced a concentration-dependent improvement of the endothelial dysfunction
caused by IL-1p, both in normal D-glucose medium as in the presence of high concentrations of
the hexose.

The endothelial dysfunction induced by IL-1B, as well as its enhancement by high D-
glucose, was associated with an increase of the NADPH-oxidase enzymatic activity,
measured by lucigenin chemiluminescence, which can produce O, that interferes with
the endothelium-dependent relaxations mediated by NO. Moreover, the endothelial
dysfunction by IL-13 was improved by treating the vessels with the O’, scavenger
tempol or the NADPH-oxidase inhibitor apocynin, and by inhibiting the pentose
phosphate pathway (necessary for the supply of NADPH) with 6-ANAM.

In the second part of the study, the endothelial function was tested in an acute model of

diabetes type 1, induced by the administration of streptozotocin. In mesenteric microvessels



obtained from this experimental model of diabetes, an impairment of the endothelium-
dependent relaxations induced by ACh was produced after two weeks of evolution of
the disease. The endothelial dysfunction observed in these rats was mediated by an
increase of the oxidative stress associated to the activation of the NADPH-oxidase
enzyme, measured by lucigenin chemiluminescence studies. As occurs with the
alteration of the endothelial function caused by IL-1B, the diabetic endothelial
dysfunction was improved by treating the vessels with the O, scavenger tempol or the
NADPH-oxidase inhibitor apocynin, and by inhibiting the pentose phosphate pathway
(necessary for the supply of NADPH) with 6-ANAM.

In this acute model of experimental diabetes, the endothelial function of the mesenteric
microvessels was restored by the treatment of the animals with the competitive antagonist of

the IL-1 receptors, anakinra. The improvement of the endothelial function was associated to an

inhibition of the NADPH-oxidase activity in the vessels obtained of these treated animals.
Therefore, the pro-inflammatory cytokine IL-1 can have a relevant role in the
endothelial dysfunction associated to the diabetes mellitus, although its plasmatic
levels were not significantly increased in the diabetic animals.

In conclusion, these findings indicate that hyperglycemia by itself is not sufficient
to directly produce endothelial dysfunction, although it can potentiate the effects of an
ongoing inflammatory response, produced by cytokines like IL-13, which could be
mediating the endothelial dysfunction associated to the diabetes mellitus, in the same
way that occurs in different inflammatory processes related to the disease. The
mechanism activated by these cytokines can be the vascular NADPH-oxidase enzyme,
with the consequent increase in the production of O, Finally, this study suggests that
the therapeutic approaches for the treatment of the diabetic vasculopathy should not
only diminish the hyperglycemia, but also reduce the vascular pro-inflammatory
environment. The antagonists of the receptors for IL-1 seem to be a promising

possibility.



INTRODUCCION

1. DIABETES MELLITUS.

La Diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénico degenerativa cuya
relevancia en la morbi-mortalidad en el mundo se ha visto incrementada sobre todo en
la segunda mitad del siglo XX. De esta manera, la Federacion Internacional de
Diabetes estima un aumento del 900% en el nimero de pacientes diabéticos alrededor
del mundo, al pasar de 30 millones en 1985 a 300 millones para 2025 (Figura 1). En el
mapa se puede apreciar que los paises con mayor desarrollo presentan una alta
prevalencia estimada, de entre el 10% y el 14% (sefialados con el color naranja
oscuro). De igual forma, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) informa que,
durante el afio 2008, la DM fue la octava causa de muerte a nivel mundial. La DM es
una enfermedad cuya frecuencia esta aumentando drasticaemnte en todo el mundo,
debido fundamentalmente al envejecimiento de la poblacién y a la presencia de otros
factores concomitantes, en particular la obesidad y el sedentarismo, de modo que la
OMS estima que mas de 220 millones de personas en todo el mundo tienen diabetes.
Ademas, segun este estudio, el nimero de adultos con diabetes en el mundo ha
aumentado exageradamente entre 1980 y 2008 (de 153 millones a 347 millones).
Como se ha indicado, la diabetes causa alrededor de 3 millones de muertes cada
afio, una cifra que seguira aumentando a medida que el numero de personas
afectadas aumente. Casi el 80% de las muertes por diabetes ocurren en paises de
bajos y medianos ingresos. Como ejemplos, la diabetes ha aumentado en paises
insulares del Pacifico, mientras que en las Islas Marshall, un tercio de las mujeres y
una cuarta parte de los hombres tienen diabetes. Entre los paises ricos, el aumento de
la diabetes ha sido mas alto en América del Norte y relativamente menor en el oeste

de Europa (OMS, 2012)



La OMS define la diabetes mellitus como un desorden metabdlico, de multiples
etiologias, caracterizado por una hiperglucemia crénica con alteracion del metabolismo
de carbohidratos, lipidos y proteinas, y causado por un defecto en la secrecion de
insulina, en su accion o de ambas cosas. Las consecuencias de sufrir DM incluyen, a
larglo plazo, la aparicion de enfermedades en diversos érganos o istemas, como la

retina, el rifion o el aparato cardiovascular (Fauci et al. 2008)

Prevalence estimates of diabetes, 2025

4%

SOURCE: DIABETES ATLAS THIRD EDVTION, © INTERNATICIWAL DHABETES FEDERATION, 2006

Fig. 1 Prevalencia mundial de la diabetes mellitus segun la Federacion Internacional de la

Diabetes, 2006.

Para el diagnostico definitivo de DM se usa la determinacion de glucosa en
plasma o suero. En ayunas de 10 a 12 horas, las glicemias normales son < 100 mg/dI.
En un test de sobrecarga oral de glucosa (75 g), las glicemias normales son: Basal <

2



100, a los 30, 60 y 90 minutos < 200 y los 120 minutos post sobrecarga < 140 mg/dl.
Para que una persona sea diagnosticada con DM, el paciente debe cumplir con alguno
de estos tres criterios, lo que debe ser confirmado en otra oportunidad para asegurar
el diagndstico. 1. Glicemia (en cualquier momento) = 200 mg/dl, asociada a sintomas
clasicos (poliuria, polidipsia, baja de peso), 2. Dos o mas glicemias = 126 mg/ dl; 3.-
Respuesta a la sobrecarga glucosa alterada, con una glicemia a los 120 minutos post

sobrecarga = 200 mg/dl.

1.1 TIPOS DE DIABETES MELLITUS.

La diabetes mellitus presenta como manifestacion comun la hiperglucemia.
Asimismo, dentro de los procesos patolégicos implicados en el desarrollo de la
enfermedad, se encuentra la destruccion de células beta pancreaticas, que conlleva
una deficiencia de insulina, u otros caracterizados por la resistencia tisular a la
insulina. En 2003, un comité de expertos internacionales realizé un informe con las
siguientes recomendaciones para la clasificacion y el diagnéstico de la diabetes
mellitus (Report of the Expert Committee on the Diagnosis and Classification of

Diabetes Mellitus, 2003):

Diabetes tipo 1

También conocida como diabetes juventil o diabetes mellitus insulino-
dependiente, se caracteriza por la destruccion de las células beta pancreaticas, un
proceso autoinmune que suele conllevar un déficit absoluto de insulina. La causa es
compleja y aun no se ha esclarecido del todo, aunque se conoce que estan
involucrados factores genéticos, virus, dieta, asi como factores quimicos vy
ambientales. No hay discriminacién entre sexo y es mas comun en la poblacion

blanca. El inicio de la enfermedad suele ser agudo y se desarrolla en un periodo de



tiempo de pocos dias o semanas. Se ha determinado que el 95% de los pacientes que
sufren de diabetes tipo 1 desarrollan dicha enfermedad antes de los 25 afos. Las
manifestaciones clinicas de esta enfermedad son polifagia, polidipsia, poliuria, y
pérdida de peso en poco tiempo. Los pacientes no responden a tratamientos con
antidiabéticos orales y requieren la administracién constante de insulina, ya que sin
ella desarrollan graves complicaciones metabdlicas, como cetoacidosis aguda y coma

diabético.

Diabetes tipo 2

Igualmente denominada diabetes mellitus no insulina-dependiente. Es la forma
mas comun de la diabetes, con un 80 al 90% del total de los pacientes afectados y se
caracteriza por una alteracién en la toleracia a la glucosa, eventualmente producida
por resistencia de los tejidos a la insulina e hiperinsulinemia. (Robbins, 2011). Este
tipo de diabetes esta asociada con un historial familiar de enfermedad, edad
avanzada, obesidad y falta de ejercicio. Es mas comun en mujeres, negros e
hispanos. Es un grupo heterogéneo de pacientes, la mayoria obesos y/o con
distribucion de grasa predominantemente abdominal y con fuerte predisposicion
genética no bien definida (multigénica). Su etiologia es multifactorial, ya que, ademas
de los fundamentos genéticos esta condicionada por factores relacionados con los
habitos de vida. Este tipo de diabetes responde al tratamiento con antidiabéticos
orales y muchos pacientes pueden tratarse sélo con una dieta adecuada y ejercicio
fisico. Con niveles de insulina plasmatica normal o elevada, sin tendencia a la
acidosis, responden a dieta e hipoglicemiantes orales, aunque muchos con el tiempo
requieren de insulina para su control, pero ella no es indispensable para preservar la

vida.



Diabetes Gestacional

Es la diabetes que, siguiendo la definicion de la OMS, se define como
cualquier grado de intolerancia a la glucosa diagnosticada durante el embarazo.
Generalmente desaparece cuando finaliza el embarazo, pero supone un riesgo
importante para desarrollar la enfermedad posteriormente. La DM gestacional tiene

una prevalencia que varia del 1 al 14% de los embarazos.

Otros Tipos Especificos de Diabetes

Comprende en un listado ordenado de la A a la H, los tipos de diabetes de
causa conocida y cuya lista se podra incrementar a medida que progrese la
investigacion. Por el momento constituyen una minoria. Se ubican en este grupo los
defectos genéticos en la funcion de la célula beta. También se incluyen los defectos
genéticos en la accion de la insulina, como la insulinorresistencia Tipo A, con
mutaciones en el receptor de la insulina, hiperinsulinemia, hiperglucemia y en algunas
mujeres, virilizacion y ovario poliquistico. Corresponden, ademas, a este tipo de
diabetes las enfermedades del pancreas exocrino como pancreatitis infecciosa,
carcinoma, fibrosis quistica, hemocromatosis y otras. Figuran en este listado las
endocrinopatias que provocan hiperglicemia, la diabetes inducida por drogas o
agentes quimicos, infecciones virales que provocan destruccion especifica de la célula
beta y otras formas infrecuentes de diabetes mediada inmunolégicamente. Asimismo,
se incluye otros sindromes genéticos ocasionalmente asociados a diabetes, como el

sindrome de Down.



1.2 DIABETES MELLITUS Y ALTERACIONES VASCULARES.

Las complicaciones vasculares de la diabetes constituyen la primera causa de
morbi-mortalidad en estos pacientes (Beckman et al., 2002). En pacientes diabéticos,
alteraciones coo aterosclerosis, hipertensién o enfermedad coronaria son mucho mas
frecuentes que en el resto de la poblacion y representan el principal factor de riesgo
(Stratton et al., 2000). La vasculopatia diabética se ha dividido habitualmetne en
microangiopatia y macroangiopatia. Las macroangiopatias afectan principalmente a
los grandes vasos (coronarias, carétida, arterias de los miembros inferiores)
produciendo grandes placas de lipidos en las arterias y calcificacion de la tanica
media. En pacientes diabéticos estas complicaciones son la principal causa de
isquema, gangrena isquémica de miembros inferiores, infarto de miocardio e infarto
cerebral. Sin embargo, la mayoria de las complicaciones vasculares ocurren en la
microcirculacién. Los vasos afectados muestran cambios morfolégicos como el
engrosamiento de la membrana basal, lo que provoca una disminucion del aporte de
nutrientes a los tejidos y de la eliminacion de los productos de desecho, lo que
conduce a lesiones tisulares irreparables. La retinopatia y la nefropatia diabética son
procesos caracteristicos de microangiopatia.

Al inicio de la enfermedad predominan las alteraciones funcionales que afectan
al endotelio que recubre la luz vascular, lo que se conoce como disfunciéon endotelial.
La disfuncion endotelial se define en general como una disminucién de las respuestas
vasodilatadores dependientes del endotelio y se considera el primer eslabén de la
cadena de mecanismos fisiopatoldgicos que conducen a la vasculopatia diabética.
Estas alteraciones funcioanles, que estan estrechamente ligadas a la hiperglucemia o
a fenbmenos directametne relacionados con la misma, se pondrian de manifiesto con
mas facilidad enla microcirculacion y serian potencialmente reversibles con el control
de la gluceimia (The Diabetes Control and Complications Trial Research Group, 1995).

En fases mas avanzadas de la DM, la persistencia de estas alteraciones vasculares



funcionales, junto con la aparicion de otras manifestaciones de la enfermedad
(especialmente als alteraciones del metabolismo lipidico y de las plaquetas) daria
lugar a la apariciéon de fendmenos de remodelado vascular, con un engrosamiento de
la capa media y un aumento en la rigidez de los vasos, asi como al desarrollo de
fendmenos inflamatorios de bajo grado y a la apariciéon de placas de ateroma en la
capa intima (Giannattasio et al, 2001). Estas alteraciones estructurales son
rapidamente irreversibles, se ponen de manifiesto fundamentalmente en los vasos de
mayor diamétro y conducen al desrrollo de aterosclerosis y a la obstruccion de la luz

vascular, lo que origina isquemia y/o infarto en los tejidos afectados.

2. ENDOTELIO VASCULAR.

Los vasos sangineos estan formados por tres capas: una capa externa o
adventicia, una capa media de células musculares lisas y una capa interna o intima,
formada por una membrana basal y por el endotelio. El endotelio vascular es una capa
delgada de células que tapiza la parte interior de las arterias, venas, capilares y vasos
linfaticos de los mamiferos. Anteriormente se creia que el endotelio era una barrera
inerte entre la pared vascular y la sangre, pero a partir de los 80 se le considera un
verdadero 6rgano con un peso alrededor de los 1.5 kg, que actua como una barrera
selectiva que permite el intercambio de nutrientes y desechos (Palmer et al., 1987).
Asi, el endotelio vascular participa en procesos de regulacion del crecimiento y
proliferacion de las células musculares lisas vasculares, en la coagulacién e
inflamacién, y en el inicio y desarrollo del proceso de aterosclerosis (Feletou y
Vanhoutte, 2006). Ademas, el endotelio gracias a la sintesis y liberacion de sustancias
vasoactivas, tanto vasoconstrictoras (endotelina, angiotensina II, tromboxano A2 y
otros prostanoides vasoconstrictores), como sustancias con accion vasodilatadora.
Entre estos el oxido nitrico (ON) que actua sobre la pared vascular subyacente y

produce vasodilatacion, manteniendo los vasos en buen estado, el factor



hiperpolarizante (EDHF) cuya accién va acompafiada de una hiperpolarizacion de gran
amplitud a través de la apertura de los canales de potasio, y prostanoides
vasodilatadores como la prostaciclina (Gautier et al., 2005)

El endotelio es un é6rgano activamente comprometido en una gran variedad de
procesos fisiolégicos y patoldgicos. Debido a su ubicacion estratégica detecta cambios
en las fuerzas hemodinamicas que actian sobre la pared vascular, asi como senales
quimicas transportadas por la sangre y responde a ellas liberando un gran niamero de
sustenacia, que se reflejan en la Tabla 1.

En condiciones fisioldgicas, la secrecién y el balance de estas sustancias, a través
de sus efectos autocrinos o paracrinos, hace que el endotelio ejerza ténicamente los
siguientes efectos: (1) disminuye el tono vascular, debido a que relaja el musculo liso
de la pared del vaso, (2) reduce la proliferacion celular, (3) inhibe la adhesion y
agregacion plaquetaria, (4) deprime la activacion del sistema de coagulacion, (5)
estimula la fibrindlisis, (6) disminuye la permeabilidad capilar, y (7) inhibe la adhesion y

migracion de neutrdéfilos y macrofagos generadores de inflamacion.



Antihemostaticos

Hemoistaticos

Vasodilatadores

Vasoconstrictores

Promoteres de crecimiento

Inhibidores del crecimiento

Inmunolégicos

Trombomodulina

Proteina C y Proteina S
Activador tisular de plasminégeno
Prostaciclina (PGly,)

Oxido nitrico

Heparansulfatos

Factor de von Willerbrand
Factor V

Factor lll (tisular)

Inhibidor del activador de plasminégeno
Tromboxano A2

Oxido nitrico

Prostaciclina (PGl.)

EDHF

Endotelina

Angiotensina Il

Tromboxano A2

Anién superoxido

Endotelina

Angiotensina Il

Factor de Crecimiento Vascular
Anién superoxido

Oxido nitrico

Heparansulfatos

Selectinas

Moleculas de Adhesion
Interleuquinas 1, 6, 18.

Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a.)

Tabla 1. Principios activos del endotelio vascular.



2.1 FACTORES VASODILATADORES.
2.1.1 OXIDO NiTRICO.

El oxido nitrico (ON), inicialmente conocido como factor relajante derivado del
endotelio (EDRF), es el principal modulador de la funcién vascular gracias a su
potente accién vasodilatadora. EI ON enddégeno es sintetizado en diversos tipos
celulares a partir del terminal nitrégeno del aminoacido-L-arginina por accion de las

sintasas del 6xido nitrico (NOS) (Fig 2).

ON

L-arginina—> ( N 0S | — L-Citrulina

"3

[ 4 v
NADPH NADP+

Figura 2 . Formacién de ON a partir de L-arginina.

El ON tiene una vida media de unos pocos segundos (Moncada y Higgs, 1993) y
es rapidamente oxidado a nitrato por la hemoglobina oxigenada, por el oxigeno
molecular y por los aniones superéxido, antes de ser excretado por la orina. Se han
identificado diferentes isoformas de la NOS. Existen dos isoformas constitutivas que
producen niveles picomolares de ON, son reguladas por Ca?*-calmodulina y utlilizan
NADPH, flavina adenina dinucleétido/mononucleétido (FAD/FAM) y
tetrahidrobiopterina (BH4) como cofactores. A este tipo pertenecen la isoforma tipo |,
presentes en el cerebro, y la tipo lll, aislada en células endoteliales vasculares.

La isoforma NOS tipo Ill endotelial produce ON que se difunde desde el endotelio
al musculo liso vascular, donde activa a la guanilato ciclasa. El incremento que se

produce en los niveles de GMPc intracelulares media la relajacién del musculo liso
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vascular (Fig 3). La liberacién de ON contribuye a la regulacién del tono arterial por
sus acciones vasodilatadoras y ademas frena el crecimiento de las células musculares
lisas vasculares e inhibe la agregacion plaquetaria y la activacién de moléculas de
adhesion, brindando con ello un efecto protector sobre la pared del vaso. Por lo tanto,
la alteracién en su produccion por parte del endotelio perturba profundamente la

homeostasis vascular y potencia el desarrollo de lesiones ateroscleréticas (Sagach et

al., 2006).
ACh
Ca%* v I;K Nitroprusiato sédico
[ |2 ]
. g L-ar,
Ca®  nos N :
") 0N
\ ENDOTELIO
o+ ON
[ GC
MUSCULO LISO o

Figura 3. Mecanismos de respuesta vascular endotelio y no endotelio dependientes
(ACh:acetilcolina; NOS: sintasa del 6xido nitrico; L-arg: L-arginina; ON:6xido nitrico;

GTP:guanosina trifosfato; GMPc: guanosina monofosfato ciclico; GC: guanilato ciclasa).

11



2.1.2 PROSTACICLINA.

La prostaciclina (PGl;) es una sustancia endégena sintetizada a partir del acido
araquidoénico, y la accién de las enzimas ciclooxigenasa (COX) y prostaciclina
sintetasa (Mitchell et al., 2008). La funcién de la prostaciclina es local, causando
relajacién del musculo subyacente a través de la activacion de la adenilciclasa. Su
efecto esta estrechamente relacionado con el ON. De hecho existen evidencias que
sugieren que el ON puede aumentar o inhibir la actividad y expresion de COX (Villar et
al., 2006). Ademas, la prostaciclina inhibe la agregacion plaquetaria y la liberacion de
factores de crecimiento implicados en el engrosamiento de la pared vascular (Zou,
2007).

La enzima COX tiene dos isoformas, COX-1y COX-2, La COX-1 se expresa de
forma consitutiva por la mayoria de los tejidos y participa en la sintesis de las
prostaglandinas que controlan procesos fisiolégicos. Por el contrario, la isoforma COX-
2 es inducible y se expresa en respuesta a diferentes estimulos proinflamatorios o
factores mitogénicos en distintos tipos celulares (células endoteliales, células de
musculo liso vascular, macrofagos, etc.). Ademas, se ha describo que la COX-2
contribuye a la proliferacién de la célula muscular lisa inducida por el factor de
necrosis tumoral (TNFa) y por la angiotensina Il (Kang et al., 2006). Recientemente se
ha hallado una expresion constitutiva de la COX-2 en distintos lechos vasculares, por
lo que parece también que esta isoforma juega un papel importante en algunos

procesos fisiolégicos (Briones et al., 2005).

2.1.3 FACTOR HIPERPOLARIZANTE DERIVADO DEL ENDOTELIO.

Actualmente la naturaleza quimica del factor hiperpolarizante derivado del
endotelio (EDHF) no ha sido claramente identificada. Entre los posibles candidatos

figuran los iones de potasio, peréxido de hidrégeno, etc. (Luksha et al., 2008). Este
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factor es producido por las células endoteliales y es capaz de inducir vasodilatacién a
través de la hiperpolarizacion de la membrana de la célula de musculo liso vascular
(CML) (Garland et al., 1995). ElI EDHF juega un papel de mayor relevancia en arterias
de pequefio calibre que en arterias de conduccién (Woodman et al., 2000; Honing et
al., 2000).

En la actualidad, se cree que las respuestas mediadas por el EDHF se inician
con un incremento en la concentracion de calcio endotelial y la consecuente activacion
de los canales de K activados por Ca®" que hiperpolarizan las células endoteliales
(Woodman et al., 2000). En algunos tejidos, la hiperpolarizacion de las células
endoteliales podria estar regulada por la activaciéon del citocromo P-450, generando
acidos epoxieicosatrienoicos. La hiperpolarizacion endotelial podria propagarse hacia
las células musculares lisas vecinas a través de uniones gap, gque—podrian—estar
reguladas por el flujo de K* a través de los canales de K* activados por Ca?,
produciendo la hiperpolarizacion del musculo liso vascular (Bryan et al., 2005). Se ha
sugerido que la generacion del EDHF y/é sus mecanismos de accidn son inhibidas por
el ON, ya que las respuestas mediadas por el EDHF son mas prominentes tras la

inhibicion de la NOS (Honing et al., 2000).

2.2 FACTORES VASCONSTRICTORES.
2.2.1 ENDOTELINA.

Este factor es liberado ténicamente en respuesta a distintos estimulos (adrenalina,
citoquinas y radicales libres), con el fin de mantener la resistencia vascular sistémica.
La endotelina (ET) actia como un antagonista fisiolégico del ON y es producida en
macrofagos, células de musculo liso y, principalmente, en la célula endotelial a partir

de la proendotelina, sobre la que actua la enzima convertidora de endotelina (ECE).
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Estudios recientes muestran la importancia de la endotelina como potente
vasoconstrictor y péptido pro-inflamatorio en la fisiopatologia de la disfuncién vascular

y en enfermedades cardiovasculares (Sudano et al., 2006).

2.2.2 TROMBOXANOA;.

Los tromboxanos también son el resultado principalmente de la accion de la
enzima ciclooxigenasa sobre el acido araquiddnico, que origina compuestos con
efecto autocrino y paracrino. El tromboxano A, (TXA;) es un metabolito del acido
araquidoénico generado por la accion de la COX y, en un paso posterior, por la
tromboxano sintasa. Actua como un potente agregante plaquetario y vasoconstrictor.
Las plaquetas son ricas en la enzima tromboxano sintetasa y producen una cantidad
elevada de tromboxano A2. Su principal funcién biolégica es participar en la
hemostasia, lo que refiere los procesos de coagulacion y agregacion plaquetaria
(Nakahata, 2008).

El TXA, ejerce su efecto especifico activando el receptor del tromboxano en el
tejido muscular vascular y en plaquetas, contrarrestando la accién del ON y PGl, en
ambos tipos celulares (Dogné et al., 2006). Debido a su funciéon en la agregacion
plaquetaria, el TXA, es importante en el cierre de las heridas y hemorragias que

permanentemente se producen en nuestro organismo.

2.2.3 ANGIOTENSINA Il .

La Angiotensina Il (Ang Il) es producida por la accion de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA), que convierte la angiotensina | en angiotensina Il. La angiotensina
Il, después de la activacion de sus receptores, estimula también la produccion de ET-1

y de otros mediadores, tales como el activador de plasminoégeno.
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La Ang Il se considera una hormona multifuncional que tiene un papel importante
en distintos procesos celulares, ademas de ser un potente vasoconstrictor (Wolf y
Wenzel, 2004). Muchas de sus acciones estan mediadas por mecanismos oxidativos,
de los cuales el mejor caracterizado es la activacion de la NADH/NAD(P)H oxidasa,
con la consiguiente produccién de aniones superéxido (Pacher y Szabd, 2006).
Asimismo, la Ang IlI, en condiciones patoloégicas, contribuye por sus acciones
vasoconstrictoras, mitogénicas, proinflamatorias y profibréticas a la alteracion del tono
vascular, la disfuncién endotelial, y la remodelacion e inflamacion vascular, todas ellas
caracteristcas del dafio vascular presente en la aterosclerosis, el envejecimiento, la

hipertension y la diabetes, entre otras (Toyyz, 2004).

3. DISFUNCION ENDOTELIAL.

La disfuncién endotelial se define como el deterioro de la vasodilatacién endotelio-
dependiente. Cuando el endotelio no cumple adecuadamente sus funciones se dice
que existe disfuncién endotelial, que suele ser causada por varios factores: (1) una
menor biodisponibilidad de ON; (2) una alteracién en la produccién de prostanoides;
(3) un deterioro de la hiperpolarizacién dependiente de endotelio; y (4) una mayor
liberacion de factores vasoconstrictores. Sin embargo, la menor biodisponibilidad de
ON, causada por una disminucion en su sintesis o un aumento en la velocidad con
que la que se degrada, constituye el fenbmeno mas temprano y la caracteristica mas

importante de disfuncién endotelial (Pickup et al., 2000).

3.1 GLUCOSA Y DISFUNCION ENDOTELIAL.

La hiperglucemia es un factor claramente asociado al desarrollo de la enfermedad

vascular, pero no esta claro si participa directamente en la patogénesis de las
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complicaciones vasculares, ¢ bien produce alteraciones metabdlicas y bioquimicas en
la pared vascular que conducen a anormalidades en la funcidn y estructura del vaso.
Actualmente existen resultados contradictorios sobre la influencia de la
hiperglucemia en la disfuncién endotelial. Algunos estudios sugieren que la
hiperglucemia incrementa la induccion de iINOS, y subsecuentemente, la produccion
de ON por la activacién de la proteina kinasa C-Bll en células de ratas normotensas,
sin tener este efecto en ratas espontdneamente hipertensas (Pacheco, 2006). Otros
estudios mediante pletismografia en humanos sanos, sugieren que el aumento de la
glucosa puede contribuir directamente a la disfuncién endotelial observada en
pacientes con DM (Williams et al, 1998). Asimismo, estudios de reactividad vascular
en aorta de rata, indican que la hiperglucemia dafia la relajacién dependiente de
endotelio pero no a la vasodilatacion independiente de endotelio (Pieper et al, 1995).
Sin embargo, existe una clara controversia en este ounto, ya que otros autores han
encontrado que la hiperglucemia no afecta la reactividad dependiente y no
dependiente de endotelio en humanos, también mediante técnicas de pletismografia

(Houben et al, 1996).

3.2 GLICOSILACION NO ENZIMATICA DE PROTEINAS Y DISFUNCION ENDOTELIAL.

Se ha propuesto un importante papel para la glicosilacidon no enzimatica de
proteinas en el desarrollo de complicaciones de la DM, ya que se ha observado que el
mayor dafio tisular en la DM ocurre en tejidos ricos en colageno y en los que la
entrada de glucosa no esta regulada por la insulina, como en el rifidn, la retina 6 el
endotelio vascular (Singh et al, 2011).

Es bien conocido que la glucosa es capaz de formar uniones reversibles con grupo
amino de las proteinas, dando lugar a las bases de Schiff. La formacion de estas
bases es reversible y directamente proporcional a la concentracion de glucosa en el

medio. A continuacién, la base de Schiff sufre una reestructuracién y da lugar a un
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producto de Amadori, siendo el mas conocido la hemoglobina glicada (HbA:) que se
utiliza clinicamente para evaluar la evolucion de los paceintes diabéticos (Makita et al,
1992). La hemoglobina es una proteina constituida por cuatro cadenas peptidicas y
consta de un atomo de hierro como grupo prostético. El 4tomo de hierro tiene una
posicion libre que le permite ligar una molécula de oxigeno cuando esta reducido. Las
hemoglobinas glicosiladas se caracterizan por tener unido un resto de monosacarido
en el amino terminal de la cadena beta, que es el punto donde la hemoglobina se
glicosila con mas facilidad. La HBA;. es la forma mas frecuente de hemoglobina
glicosilada y, en 1976, Koening y colaboradores establecieron la relacién entre la
hiperglucemia y los valores de HbA. en los pacientes diabéticos (Koening et al, 1976).
Ademas, se ha comprobado la existencia de una correlacion entre el grado de
disfuncion endotelial u el porcentaje de HbAi. Asi, al estudiar las respuestas
endotelio-dependientes en segmentos adrticos y microvasos mesentéricos de ratas
con diferentes niveles de hemoglobina glicada se ha observado que sélo los obtenidos
de animales con niveles de HbA,; >7.5% presentan disfuncion endotelial (Rodriguez-
Manas et al, 1998). De la misma manera, se ha observado que la implicacion de la
oxihemoglobina glicada en la relajacién endotelio-dependiente en vasos humanos se
debe a la produccién de aniones superoxido (Rodriguez-Manas et al, 2003).

Las bases de Shiff son consideradas los productos tempranos de la glicosilacion,
mientras que los productos de Amadori como los productos intermedios (Singh, et al,
2011). Adicionalmente, la formacién de productos avanzados de glicosilacion (AGEs)
tiene lugar en las proteinas con una vida media larga, donde los procesos de
glicosilacién no enzimatica progresan durante semasas 0 meses. Las dianas
preferentes de estas reacciones son los componentes estructurales de la matriz de
tejido conectivo o de la membrana basal, ademas de encontrarse incrementados los
niveles de AGE en tejidos (Makita et al, 1992).

Los AGE causan su efecto en al menos tres localizaciones y mecanismos

distintos: (1) acumulacién en matriz extracelular; (2) interaccion con receptores
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celulares; y/6 (3) formacién en el interior de la célula cambiando el ADN. En
condiciones de alta produccién de AGE, como en la DM, los efectos indirectos de los
AGE mediados por receptores de superficie celular, que actuan como mediadores de
la endocitosis y degradacion de AGE, incluyen la activacion de la PKC, la produccién
de radicales libres y la liberacién de factores de crecimiento y citoquinas, dando como
resultado un proceso acelerado de crecimieinto y de respuestas inflamatorias (Sharma
et al, 1996). Los AGE acumulados en matriz extracelular forman enlaces covalentes
entre proteinas estables y de vida media larga, como el colageno, alterando los
procesos de remodelacion vascular y favoreciendo la acumulacién de matriz
extracelular y el engrosamiento de la membrana basal capilar (Rodriguez Mafias et al,
2003). Asimismo, el atrapamiento de lipoproteinas circulantes por AGE formados en
la matriz de la pared vascular favorece su acumulacién y el desarrollo de
aterosclerosis (Monnier et al, 1996). Asimismo, la formacién de AGE produce radicales

libres, provocando una disminucion en el ON y un estado de estrés oxidativo.

3.3 INFLAMACION Y DISFUNCION ENDOTELIAL.

La vasculopatia diabética se ha definido como una enfermedad inflamatoria
cronica (Giuseppe et al., 2003), ya que cada vez existen mas evidencias sobre la
estrecha relacion que existe entre una activacion cronica de la respuesta inflamatoria,
tambien denominada “inflamacion de bajo grado” con la patogénesis de la diabetes
tipo 2 y sus complicaciones asociadas, tales como la dislipidemia y la aterosclerosis
(Pickup, 2004). Ademas, tanto en modelos animales de diabetes como en pacientes
con diabetés tipo 1 y 2, se han encontrado aumentadas las concentraciones
circulantes de factores inflamatorios como la proteina C-reactiva y citoquinas pro-
inflamatorias, como la interleuquina-1p (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral-a. (TNF-
a) (Erbagci et al., 2001; Marques-Vidal et al., 2012; Pickup et al., 2000). La IL-1B y el
TNF—a son citoquinas pro-inflamatorias producidas por multiples estirpes celulares en
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respuesta a infecciones o cualquier tipo de lesién o estrés. Son mediadores que
actuan en la superficie de las células vasculares sobre receptores especificos de
membrana, los cuales, una vez activados, desencadenan una sefializacion intracelular
que genera especies reactivas de oxigeno y activa diferentes vias sensibles a ellas,
como las quinasas activadas por mitdgenos (MAPK). Las MAPK promueven la sintesis
proteica y activan distintos factores de transcripcion, incluyendo el factor nuclear «B
(NF-xB) que, a su vez, facilita la expresion de genes sensibles al estado de oxido-
reduccion intracelular que codifican citoquinas, quimioquinas, moléculas de adhesion y
enzimas proinflamatorias, como la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la sintasa inducible de
oxido nitrico (INOS) (Kracht y Saklatvala, 2002). La iNOS inducida en el musculo liso
y/o endotelio vascular es capaz de producir importantes cantidades de ON y aniones
superoxido, cuya interaccion inactiva el ON y conduce a la formacion de peroxinitrito
(ONOOQ). El peroxinitrito induce danos a largo plazo en la pared vascular y tiene un
papel importante en la génesis de distintas enfermedades vasculares, como
hipertension, aterosclerosis y/o vasculopatia diabética (Spitaler y Graier, 2002;
Loscalzo, 2000; Xia, 2012). En este sentido, la actividad de iINOS como productor de
peroxinitrito parece ser un mecanismo claro de dafio cardiovascular mediado por
citoquinas (Ferdinandy et al., 2000). Ademas, el peroxinitrito incrementa la expresiéon y
actividad de la iINOS mediada por NF-xB en musculo liso y endotelio vasculares
(Hattori et al. 2000; Tannous et al. 1999), lo que puede constituir un mecanismo que
perpetue el incremento del estrés oxidativo en la pared vascular y conduzca al
mantenimiento de alteraciones, como la disfuncion endotelial, el crecimiento celular y
el entorno pro-inflamatorio.

Actualmente, hay estudios que muestran que los marcadores inflamatorios
elevados no son tan solo factores de riesgo que predisponene a un desarrollo
posterior de la DM, sino que, una vez establecida la enfermedad, despempefan un

papel crucial en la patogénesis de la retinopatia y las complicaciones renales vy
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cardiovasculares de la DM (Leiva et al, 2001). Se ha descrito que los monocitos
proedentes de pacientes que padecen DM tipo 2 presentan una mayor actividad
proaterogénica, dando lugar a una mayor liberacién de anién superoxido y de IL-1B y
una mayor adhesividad al endotelio (Hattori et al. 2000). A su vez, se ha observado
que niveles elevados de leucocitos, incluso dentro de los parametros considerados
clinicamente normales, estan asociados con las complicaciones micro vy
macrovasculares diabéticas de tipo 2, indicando la existencia de una inflamacion
crénica (Tong et al, 2004).

Aun no estan esclarecidos los mecanismos por los cuales se activa el sistema
inmunitario en la DM. Sin embargo, se ha observado que la hiperglucemia aumenta las
concentraciones de citoquinas circulantes mediante un aumento del estrés oxidativo,
lo que a sus vez contribuye a una activacion del sistema inmune (Esposito et al, 2002).
Del mismo modo, existe una aosciacién entre niveles elevados en suero de productos
avanzados de glicosilacién (AGEs) y un incremento de los niveles circulanetes de CRP
(Tan et al, 2004). Hay datos que sugeren que la activacion del sistema inmune es
probablemente el antecedente comun entre la aterosclerosis y la DM de tipo 2 (Pickup,
2004). En este sentido, es importante resaltar que la aterosclerosis se considera
también una enfermedad inflamatoria crénica de la pared vascular, por lo que parece
probable que muchos de los mecanismos implicados sean analogos. Cabe recordar
que otros factores como la dislipidemia, el incremento de factores de coagulacion en
plasma o la mayor agregabilidad plaquetaria juegan un papel fundamental en el
desarrollo de fendmenos ateroscleroticos asociados a la DM, por lo que la inflamacion
cronica asociada a la DM ofrece un mecanismo plausible que podria explicar porqué el

desarrollo de la aterosclerosis esta acelarado en la DM (Tan et al, 2004).
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3.4 ESTRES OXIDATIVO Y DISFUNCION ENDOTELIAL.

Durante la respiracién aerdbica, las células vasculares producen energia mediante
la reduccion del oxigeno molecular a agua, generando durante este proceso especies
reactivas de oxigeno (ROS), tales como aniéon supedxido (O,7), producido por la
reduccion del oxigeno por la transferencia de un electréon, peroxido de hidrégeno
(H20,), mediante la transferencia de dos electrones al oxigeno y radical hidroxilo (OH"),
considerado el mas reactivo y dafnino de los radicales libres, entre-otros (Poli, 2004).
Los radicales libres son moléculas que poseen un electrén desapareado, lo que
confiere una gran reacividad a estas especies quimicas. Asi, como se ha descrito
antes la reaccion entre O,” y ON produce otro compuesto altamente reactivo, el
OONO"). La sobreproduccion de ROS bajo condiciones fisiopatolégicas se ha
convertido en un elemento clave en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.
Un aumento del estrés oxidativo se produce cuando hay un desequilibrio entre la
generacion de ROS y los sistemas barredores de los mismos presentes en el
organismo. El aumento de estrés oxidativo dafia las funciones endoteliales, y es
considerado como un serio factor causal de la disfuncién vascular, la cual es
importante en la fisiopatologia de varias enfermedades vasculares, incluyendo la DM

(Poli, 2004).

Las ROS juegan un papel importante en la vasodilatacion, debido a la inactivacion
oxidativa del ON; esta interaccion del ON derivado del endotelio se debe a la rapida
reaccion con el O, reduciendo asi su biodisponibilidad (Muller y Morawietz, 2009). El
O, es el principal radical libre implicado en la inactivacion del ON. Asi, se ha podido
comprobar que la enzima superdxido dismutasa (SOD), que inactiva el O,", mejora las
relajaciones dependientes de endotelio en vasos de animales diabéticos (Angulo et al,
1996). También hay datos que sugieren la participaciodn de otros radicales libres, ya

que la catalasa (que promueve el catabolismo del H,O,) y el manitol (un barredor de
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.OH) pueden mejorar total o parcialmente la disfuncidn endotelial diabética (Giugliano

et al, 1996).

En los ultimos anos, se ha apuntado a un aumento del estrés oxidativo como el
factor clave tanto en la génesis de la DM como en el desarrollo de la vasculopatia
diabética (Giugliano et, al. 1996, Baynes vy Thorpe, 1999). De esta forma, la
sobreproduccion de ROS bajo condiciones fisiopatoldgicas constituye un elemento
clave en desarrollo de enfermedades cardiovasculares, incluyendo la DM. (Griendling,
2003). En este sentido, diferentes estudios han demostrado un aumento en la
produccion de ROS y/o una disminucion de los sistemas antioxidantes en pacientes
diabéticos, dando lugar a un aumento neto del estrés oxidativo. (Nourooz-Zadeh et al.
1997; Martin-Gallan et al, 2003; Darmaun et al, 2005). Adicionalmente, en estudios
pletismograficos realizados en sujetos con diabetes tipo I, la coinfusién de SOD 6
acido ascorbico produce una mejoria en la respuesta vasodilatadora (Rodriguez-
Manas et al, 2003). Posiblemente, el estrés oxidativo es un mediador comun a todos
los mecanismos propuestos capaces de inducir disfuncién endotelial diabética, bien
como desencadenante de la alteracion de procesos bioquimicos, bien como resultante

de éstos y causante directo del dano celular (De Vriese et al, 2000).

3.4.1 FUENTES DE ESTRES OXIDATIVO

Se han descrito una amplia variedad de mecanismos en la DM capaces de
incrementar el estrés oxidativo en la pared vascular. A continuacion, se revisan

brevemento los mas relevantes:
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3.4.1.1 DESACOPLAMIENTO DE LA OXIDO NITRICO SINTASA

Cuando se produce un déficit del sustrato (L-arginina) o del cofactor (BH,),
cualquier isoforma de NOS puede ser una fuente de estrés oxidativo, ya que no
produce ON sino que transfiere los electrones al O,, produciendo O,", lo que se
conoce como desacoplamiento de la enzima, con una menor sintesis de ON y una

mayor produccion de aniones superoxido (Wassmann et al, 2004).

3.4.1.2 XANTINA OXIDASA (XO)

La xantina oOxidoreductasa es una molibdoenzima capaz de generar aniones
superéxido catalizando la oxidacidn de la hipoxantina y la xantina en el proceso del
metabolismo de las purinas. Existen dos formas interconvertibles de la xantina
oxidoreductasa, la xantina deshidrogenada (XDH) y la xantina oxidasa (XO). Asi,
mientras la XDH utiliza como cofactor el nucleétido NAD* para generar NADH, la XO
prefiere el oxigeno molecular, lo que permite que en las reacciones enzimaticas
consecutivas se produzca el anion superoxido y H,O, (Cai y Harrison, 2000). La
xantina oxidasa (XO) es una enzima que se encuentra en la vasculatura, tanto en el
citoplasma de las células musculares lisas como en el endotelio (Darmaun et al,

2005)

3.4.1.3 ViA DEL SORBITOL Y MIO-INOSITOL.

La via del sorbitol implica una secuencia de 2 reacciones en las que intervienen

las enzimas aldosa reductasa (AR) y la sorbitol deshidrogenasa (SDH) (Fig. 4)
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Fig. 4 Esquematizacion de la via del sorbitol.

La hiperglucemia determina un aumento del flujo de glucosa al interior celular
en aquellos tejidos donde la captacion de glucosa no es dependiente de insulina,
como en el riAdn, el cristalino, el tejido nervioso y vascular. En estos tejidos, una
parte de la glucosa es reducida a sorbitol por accion de la aldosa-reductasa,
utilizando como cofactor al NADPH. Al aumentar los niveles de glucosa, aumenta la
actividad de la via sorbitol teniendo como consecuencia una dismunicién en los
niveles de NADPH, con lo que se reduce la capacidad de defensa de la célula ante el
estrés oxidativo, y la produccion de ON, al ser un cofactor para la NOS. Ademas, se
poduce un aumento de la relacion NADH/NAD+, que a su vez provoca un incremento
en los niveles de tirosina fosfato (agentes de glicacion muy reactivos) y de
diacilglicerol (DAG), un activador endégeno de la PKC, asi como una disminucién en
la sintesis 6 transporte del mioinositol, traduciendose en una menor actividad de la
ATPasa-NA"-K" dependiente de la membrana plasmatica celular, lo que contribuiria a
la aparicién de las complicaciones vasculares. Asi, una mayor actividad en la via de
los polioles puede justificar el aumento en la produccion de radicales libres, asi como

la acumulacion de AGE vy la activacién de la PKC (Diaz et al, 2004).

3.4.1.4 ViA DE LA PROTEIN KINASA C.

La protein quinasas C (PKC) son una familia de isoenzimas que poseen la
propiedad general de ser activadas por el diacilglicerol (DAG); este compuesto se
eleva en el interior de células expuestas a elevadas concentraciones de glucosa,

posiblemente a través de la via de los polioles. Ademas, existen datos que sugieren
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una activaciéon de la PKC como consecuencia de la interaccion entre los AGE y sus

receptores de superficie (Scivitaro et al, 2000).

3.4.1.5 SOBREPRODUCCION MITROCONDRIAL DE ANIONES SUPEROXIDO.

Se ha sugerido que la mitocondria juega un papel esencial en el desarrollo de las
compicaciones vasculares asociadas a la DM. Algunos autores proponen que la
glucosa puede penetrar libremente en las células endoteliales, por lo que la
hiperglucemia conduce a una sobrecarga de glucosa intracelular, que se traduce en
una saturacién de cadena de transporte electronico mitocondrial, por lo que el exceso
de electrones se transfiere al electrones al O,, produciendo O," (Brownlee, 2001;
Ceriello, 2003). Ademas, estos autores han propuesto que este mecanismo puede ser
la causa del resto de las alteraciones descritas en las vias de senalizacion celular
relacionadas con la DM, incluyendo la via de los polioles, la activacion de la PKC o la

formacion de AGEs (Brownlee, 2001; Brownlee, 2005; Giacco & Brownlee, 2010).

3.4.1.6 NADPH OXIDASA.

La enzima NADPH oxidasa, también conocida como Nox (Fig 5), constituye la
mayor fuente enzimatica de O,” endotelial y vascular. La enzima NAD(P)H oxidasa
cataliza la reacciéon de oxidacion del NADH 6 NADPH a NAD* 6 NADP?*, utilizando

para ello oxigeno molecular y produciendo peréxido de hidrogeno.

NAD(P)H + O, ==NAD(P)"* + H,0,
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Fig 5. Representacion simplificada de la estructura de la enzima NADPH-oxidasa.

(Dusting et al, 2005).

Las proteinas Nox representan las subunidades cataliticas de esta enzima y
varian en su modo de activacion y necesidad de cofactores (Griendling, 2003). La
familia Nox se compone de siete homdlogos cataliticos, de las que las subunidades
Nox1, Nox2, Nox4 y Nox5 se encuentran en la pared vascular. Todas las enzimas
Nox, excepto Nox5, forman un complejo en la membrana con p22phox, la cual sirve
como una proteina "puerto" para otras subunidades y para estabilizar las proteinas
Nox (Griendling, 2003). Las diferentes subunidades liberan O, en el interior de las
vesiculas o en e exterior después de la activacion de sus receptores por sus ligandos
(Fig. 6). El O, afecta a las senales citosoélicas después de atravesar la membrana

plasmatica por los canales idnicos o al transformarse en H,O..

Los niveles de proteina Nox1 son bastante bajos en células vasculares, pero
pueden ser inducidos por estimulos como el Factor de Crecimiento derivado de
Plaguetas (PDGF) y la Ang Il. Esta isoforma se expresa en el endotelio y en el
musculo liso (Gorlach et al, 2000) En las células de musculo liso vascular se
encuentran en un complejo con el activador Noxa1 y el organizador fagocitico p47phox

(Fig. 6). A diferencia de su homdlogo, Noxo1, p47phox requiere de fosforilacion para
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su activacion, lo que forma parte de la regulacion de su activadad enzimatica. La
sobreexpresion de Nox1 por CML potencia la hipertension y la hipertrofia inducida por
Ang Il, mientras que la disminucién de Nox1 revierte los efectos prodyucidos por la
hipertension inducida por Ang Il (Griendling, 2003). Se ha descrito que existe una
relacion entre Nox1 y la inflamacion vascular inducida por citoquinas, como IL-13 o
TNFa (Miller et al, 2007; Lassegue y Griendling, 2010). La isoforma Nox2, previamente
conocida como gp91phox, se expresa en el endotelio, en células adventicias de
grandes vasos y en células musculares lisas de vasos mas pequenos (Gorlach et al,
2000). La proteina Nox4 es expresada constitutivamente en células musculares lisas y
células endoteliales, donde constituye la isoforma mas abundante (Ago et al, 2004).
Existe evidencia que indica que Nox4 inhibe el crecimiento celular de los vasos, ya
que la retirada del suero aumenta la regulacion de mRNA de Nox4 en células
musculares lisas y células endoteliales, mientras que los factores de crecimiento como
Ang I, IL-1B y trombina hacen que se regule negativamente (Lassegue y Griendling,

2010).

Cabe destacar que aunque las oxidasas endoteliales y vasculares parecen
estar constantemente activas, generando bajos niveles de ROS, son reguladas por
factores humorales como se ha demostrado para citocinas, factores de crecimiento, y
agentes vasoactivos, asi como también por factores fisicos, incluyendo la presion
arterial y el estrés inducido por fuerzas de cizallamiento (Ago et al, 2004). Por otra
parte, el peroxido de hidrégeno y perdxidos lipidicos pueden estimular la actividad de
NAD(P)H oxidasa en células musculares lisas, generando una retroalimentacion en la
produccion de ROS a nivel de la pared vascular (Li et al, 2003). Recientemente, varios
estudios han mostrado la importancia de este sistema enzimatico en enfermedades
cardiovasculares, al evidenciar que los aumentos en los niveles de p22phox, p47phox,

p67phox y de subunidades Nox estan presentes tanto en sujetos portadores de
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arterosclerosis coronaria como en vasos de pacientes diabéticos, asociados al

aumento en la produccién de superoxido (Sorescu et al, 2002; Guzik et al, 2002).

NADPH
il

NADPH NADPH+H*
/,_,-- L

Ly NADP*+H* %
p47phox : peTphox
MNoxa1

cytosol

MADPH

P NADPH

-y NADPH+H*
NADPY+H*

Fig 6. Representacion espacial y molecular de las subunidades Nox1, Nox2, Nox4 y Nox5 en
diferentes compartimentos celulares ubicados dentro de la célula o en la membrana plasmatica.

(L) ligando, (R) receptor. (Lassegue y Gliendling, 2010).

La apocinina, un catecol metoxi-sustituido, actia como un inhibidor selectivo de
la NADPH oxidasa vascular. La apocinina necesita ser oxidada para activarse en
presencia de H,O, y MPO (Fig. 7). (Zhang, 2007), EI mecanismo de accion es el
bloqueo de la translocaciéon a la membrana del componente citosélico p47phox,

evitando el ensamblaje del complejo enzimatico (Riganti et al, 2008) (Fig 8).
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Fig 8. Mecanismo de accién de la apocinina inhibiendo la NADPH-oxidasa.



3.4.1.7 GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA.

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es una enzima presente en todos
los seres vivos. En los mamiferos cataliza la primera reaccién en la via de las
pentosas fosfato, la ruta metabdlica que provisiona a la célula de NADPH para la
sintesis de acidos nucleicos. Recientemente, se ha identificado a la G6PD como una

importante fuente de NADPH mitocondrial (Mallioux y Harper, 2010).

Cuando la tasa de NADP+:NADPH aumenta, el organismo debe promover la
sintesis de NADPH, un agente reductor imprescindible en multitud de reacciones como
la sintesis de acidos grasos o la reduccion de glutation. Para ello, la glucosa-6-fosfato
es deshidrogenada por medio de la enzima G6PD, dando lugar a la primera reaccion
(reversible) de la ruta de las pentosas fosfato (Stanton, 2012). La reaccion catalizada
por la G6PD es la reduccion de la NADP* a expensas de la deshidrogenacion de la

glucosa-6-fosfato en 6-fosfogluconato:

Glucosa-6-Fosfato + NADP* 6-fosfogluconato + NADPH

La produccion de NADPH por la ruta de las pentosas fosfato se utiliza por al
menos tres vias enzimaticas relacionadas con los procesos de oxidacion y reduccion:
(1) es necesaria para la reduccion del glutatién por la glutatién-reductasa (Salvemini et
al, 1999); se requiere para la produccién de ON por las NOS constitutivas e
inflamatoria (Tsai et al, 1998; Guo et al, 2002; Leopold et al, 2003); y (3) esta
implicada en la generacién de O,” por la NADPH oxidasa (Gao y Mann, 2009;
Selemidis et al, 2009). Sin embargo, la constante de Michaelis no es igual para las tres
enzimas; asi, la Km de la NADPH oxidasa para NADPH es cien veces mayor que la de

iINOS y cinco veces mayor que la de glutatién-reductasa (Matsui et al, 2005).
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Se ha propuesto que la G6PD puede tener un papel importante como fuente de
NADPH para la produccion de O," por la NADPH oxidasa en procesos patolégicos
cardiovasculares (Gupte el al, 2006; Gupte et al, 2007). Asimismo, hay evidencia
creciente de la G6PD puede ser un regulador relevante de la contraccién vascular
(Gupte et al, 2011).. En este sentido, los inhibidores de la ruta de las pentosas, como
6-aminonicotinamida (6-ANAM), pueden causar respuestas vasodilatadoras (Gupte et
al, 2002), lo que ha llevado a proponer a esta enzima como una nueva diana

terapéutica en patologia cardiovascular (Gupte, 2008).

31



OBJETIVOS

El objetivo principal de nuestro trabajo ha sido analizar el papel especifico que
desempefian la glucosa extracelular y una citoquina inflamatoria como la IL-1 sobre el
desarrollo de una de las alteraciones de aparicion precoz de la diabetes mellitus: la
disfuncion endotelial. Para ello, inicialmente se ha estudiado la reactividad vascular en
microvasos mesentéricos aislados de rata Sprague-Dawley (SD) en presencia de
distintas concentraciones de glucosa extracelular y/o IL-1B, analizando los posibles
mecanismos implicados en la producciéon de disfuncion endotelial. A continuacion, se ha
estudiado esos mismos mecanismos en un modelo agudo de diabetes tipo 1, mediante la
administracion de estreptozotocina en ratas SD. Los objetivos concretos del estudio han

sido los siguientes:

1. Determinar la influencia de la D-glucosa extracelular en las respuestas

vasodilatadoras inducidas por ACh en microvasos mesentéricos de rata.

2. Analizar el papel de la citoquina pro-inflamatoria IL-13 como posible inductor
de disfuncion endotelial en microvasos mesentéricos de rata, en presencia

de distintas concentraciones extracelulares de D-glucosa.

3. Estudiar la interferencia farmacolégica de la disfuncién endotelial asociada a
la inflamacion con IL-1p mediante un antagonista recombinante del receptor
de interleuquina-1, como anakinra. Asimismo, se analizara el efecto de
bloqueo respectivo de COX e iNOS, mediante indometacina y 1400W, la
inhibicion respectiva de la NADPH-oxidasa y G6PD con apocinina y 6-ANAM

0 el secuestro de los aniones superéxido mediante tempol.
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Determinar la capacidad de la D-glucosa y la IL-1B para incrementar la
actividad de la enzima NADPH oxidasa en células umbilicales humanas
cultivadas y en arterias mesentéricas aisladas de rata. Analizar la capacidad
de los farmacos anteriormente mencionados para interferir con dicha

actividad enzimatica.

Estudiar la disfuncidon endotelial en microvasos mesentéricos de rata con DM

inducida por estreptozotocina.

Determinar si la administracién intraperitoneal de anakinra en dicho modelo

experimental de DM es capaz de modificar la disfuncién endotelial diabética.

Estudiar la interferencia farmacoldgica de la disfuncion endotelial diabética
mediante el bloqueo respectivo de COX e iINOS, con indometacina y 1400W,
la inhibicion respectiva de la NADPH-oxidasa y G6PD con apocinina y 6-

ANAM 6 el secuestro de los aniones superéxido con tempol.

Determinar la actividad de la enzima NADPH oxidasa en microvasos
mesentéricos aislados de rata con DM inducida por estreptozotocina, asi
como de animales diabéticos tratados con anakinra. Analizar la capacidad
de los farmacos anteriormente mencionados para interferir con dicha

actividad enzimatica.

Determinar las concentraciones circulantes de citoquinas inflamatorias en el

suero de animales diabéticos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales de experimentacién.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley (SD) de tres meses de edad,
criadas en el animalario de la Universidad Auténoma de Madrid (Numero de registro
EX/021-U) de acuerdo con las normas establecidas por la CE y el Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion (RD 1205/2005). En estas ratas se indujo Diabetes
mellitus tipo 1 (DM) mediante una Unica inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina
(STZ: 60mg/Kg) disuelta en un tampdon de citrato trisddico (0,1M)-acido citrico, que
mantenia un pH de 4,5 a 5. A las 72 horas de la inyeccidn, se obtuvieron muestras de
sangre de la cola y se midi6 la concentracion de D-glucosa con la ayuda de un
glucometro Optium Xcee. Se consideré que la induccidon de la diabetes se habia
conseguido cuando la glucemia supero los 200mg/dl.

Una vez asegurada la condicion de animales diabéticos, se consideré una evolucion
de una a tres semanas y se aplicaron diferentes tratamientos antes del sacrificio de los

animales, para forma los siguientes grupos:

Grupo 1 o Grupo Control. Ratas no diabéticas sin tratamiento.

Grupo 2. Ratas DM sin tratamiento, de una, dos o tres semanas de evolucion.

Grupo 3. Ratas no diabéticas con un tratamiento intraperitoneal de 100 mg/kg de
anakinra (AK) cada 24 h, durante los 3 dias previos al sacrificio.

Grupo 4. Ratas DM de dos semanas de evolucidn, con un tratamiento intraperitoneal de
100 mg/kg de AK cada 24 h, durante los 3 dias previos al sacrificio.

Grupo 5. Ratas no diabéticas con un tratamiento intraperitoneal de 100 mg/kg de AK
cada 24 h, durante los 7 dias previos al sacrificio.

Grupo 6. Ratas DM de dos semanas de evolucion, con un tratamiento de 100 mg/kg de
AK cada 24 h, durante los 7 dias previos al sacrificio.

Grupo 7. Ratas no diabéticas con un tratamiento intraperitoneal de 160 mg/kg de AK

cada 24 h, durante los 3 dias previos al sacrificio
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Grupo 8. Ratas DM de dos semanas de evolucién, con un tratamiento intraperitoneal de

160 mg/kg de AK cada 24 h, durante los 3 dias previos al sacrificio.

2. Reactividad vascular en microvasos mesentéricos

Tras los periodos y tratamientos indicados, los animales fueron sacrificados por
inhalacién de CO,. Inmediatamente, se determiné la glucemia a través de una muestra de
sangre de la cola con la ayuda de un glucometro. A continuacién, se extrajeron muestras
de sangre mediante puncion cardiaca, que fueron centrifugadas para obtener suero, que
fue congelado para la posterior determinacién de citoquinas inflamatorias. A continuacion,
se extrajo el mesenterio. Este tejido se lavo en solucion fisiologica Krebs-Henseleit (KHS)
a 4 °C, para mantenerlo en condiciones fisiolégicas y limpiar los restos de sangre. A
continuacion, se diseco la 3 rama mesentérica bajo microscopia oOptica, eliminando el
tejido conectivo que rodea los vasos al igual que la vena que circula paralela a la arteria.
Se obtuvieron asi pequefos segmentos arteriales, de aproximadamente 300 um de
diametro, que fueron montados en un miégrafo para vasos (Mulvany & Halpern, 1977),
capaz de medir tensiéon isométrica. (Fig.9) Estas arterias se colocaron en un bafo de
organos con 5 ml de Krebs (KHS) a 37°C en continuo burbujeo con una mezcla de
carbégeno (95% 0, y 5% de CO,) para asegurar un pH entre 7,3 y 7,4. Para cada
segmento se determind su diametro interno y la tensién basal éptima, considerada como
el 90% de la obtenida cuando se sometia a una presion transmural de 100 mm Hg

(Mulvany & Halpern, 1977).
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Miografo para microvasos

Transductor

Segmento

— arterial

Fig.9 Esquema del miégrafo para vasos de pequefio calibre (150-500 um) empleado para

el estudio de la reactividad vascular en microvasos mesentéricos de rata.
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2.1 Protocolo experimental.

Inicialmente, se administro a los segmentos arteriales una solucion de 125 mM K*
(KKHS, con una substitucién equimolar de KCI en lugar del NaCl en KHS) durante 2
minutos para comprobar la viabilidad del vaso. Posteriormente, después de lavar en
cuatro ocasiones las arterias con KHS, los segmentos se dejaron reposar 30 minutos
para recuperar y estabilizar su tensiéon. A continuacion, los vasos se contrajeron con
noradrenalina (NA; 1 uM) vy cuando se alcanzé un tono de contraccion estable, se
afiadieron concentraciones crecientes y acumulativas de acetilcolina (ACh, desde 1 nM a

10 uM), en intervalos de aproximadamente 2 minutos, como se indica en el siguiente

esquema:
ACh (1 nM a 10 uM)
Lavados
|
\u
! | U
125 mM K* 1 uM NA \/

Para comprobar los mecanismos implicados en la relajacion inducida por ACh, en
algunos experimentos los vasos se pre-incubaron con el inhibidor de la sintesis de NO,
NC-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME; 100 pM). También se analiz6 la pérdida
espontanea de tono durante 15 min, tras contraer los vasos con NA y en ausencia de
ACh u otro vasodilatador.

El papel de la D-glucosa per se en la respuesta vasodilatadora inducida por ACh
se estudié incubando los segmentos vasculares con diferentes concentraciones de D-
glucosa (5,5 y 22 mM) durante las 3 horas previas a la realizacion de la curva

concentracion-respuesta a ACh. Paralelamente, se analizé el efecto que sobre ellas tenia
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la preincubacién de concentraciones crecientes de interleuquina-1p (IL-18; 1, 2,5, 5y 10
ng/ml) durante 30 minutos 6 2 horas.

En algunos experimentos, 30 minutos antes de la administracién de 2,5 ng/ml IL-
1B y en presencia de diferentes concentraciones de D-glucosa extracelular (5,5 6 22 mM),
los vasos se pre-incubaron con anakinra (AK; 10, 50 o 100 pg/ml), un inhibidor
competitivo de los receptores de IL-1. Asimismo, otros segmentos se incubaron 30
minutos, previamente a la adicion de 2,5 ng/ml IL-1B y en presencia de 5,5 mM de D-
glucosa, con el inhibidor no selectivo de la ciclooxigenasa (COX) indometacina (10 uM),
con el inhibidor selectivo de la sintasa de NO inducible (iNOS) 1400W (10 uM), con el
barredor de aniones superoéxido 4-hidroxi-tempo (tempol, 100 uM), con el inhibidor de la
NADPH-oxidasa apocinina (10 uM), o con el bloqueante de la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PD) 6-aminonicotinamide (6-ANAM; 2 mM).

Las respuestas vasodilatadoras no dependientes del endotelio vascular se
analizaron mediante la realizacion de curvas concentracion-respuesta al donante de

oxido nitrico nitroprusiato sédico (NPS; 0,1 nM —10 uM).

3. Obtencidn de cultivos celulares

Las células endoteliales se obtuvieron de vena de cordon umbilical humano
(HUVEC), utilizando en cada extraccion celular tres cordones umbilicales con un
protocolo aprobado por el comité ético del Hospital Universitario de Getafe (Peiré y col.,
2007). Los cordones se recogieron en tubos estériles con medio de cultivo Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM; Biological Industries, Beit Haemek, Israel),
suplementado con 0,1 % de seroalbumina bovina (BSA), 100 U/ml de penicilina, 100
pg/ml de sulfato de estreptomicina, 2,5 pg/ml de anfotericina B y 0,05% de heparina.
Antes de la extraccidon de las células endoteliales, los cordones se lavaron con solucion

salina tamponada con fosfato (PBS) estéril para eliminar restos de sangre y coagulos.
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Tras limpiar el interior de la vena con PBS, uno de los extremos del corddn se cerrd con
una pinza de clampar estéril y por el otro extremo se introdujeron 2 ml de una solucién de
colagenasa tipo Il (2 mg/mL) disuelta en PBS y previamente filtrada. Tras clampar el otro
extremo del corddn, se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente permitiendo
asi la accién del enzima (Imagen 1). Pasado el periodo de incubacién, se corté uno de los
extremos del cordén y se recogio en una placa de Petri estéril la solucién de colagenasa
arrastrando células endoteliales y hematies. Para obtener el mayor nimero de células
posibles, se lavo el interior de la vena con PBS, recogiéndose todo el eluyente. Este se
afiadié a un tubo estéril que contenia DMEM con 10% de suero fetal bovino (FCS;
Biological Industries, Beit Haemek, Israel) y se centrifugd a 1000 rpm durante 10 minutos.
El precipitado resultante, se resuspendié y se centrifugd en las mismas condiciones
repitiéndose este proceso otras dos veces hasta obtener el precipitado lo mas limpio
posible de globulos rojos. Tras la ultima centrifugacion, el precipitado final se resuspendio
en medio M199 (Biological Industries, Beit Haemek, Israel) suplementado con 20% de
FCS, 25 ng/ml de suplemento de crecimiento de células endoteliales (ECGS), 100 pg/ml
de heparina y los antibidticos anteriormente mencionados, y se sembrd en una placa de
cultivo de 60 mm de diametro cubierta previamente con colageno tipo | disuelto en acido
acético 0,1 M al 0,03%. Este primer cultivo de células endoteliales se incubd en una
estufa a 37° C con una atmésfera del 5% de CO,, reemplazando el medio de cultivo cada
dos dias hasta alcanzar la confluencia. Para los experimentos posteriores se utilizaron las
células entre los pases 1 y 5, que se realizaron mediante la utilizacién de tripsina al

0,05% (Fig.10).
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Imagen 1. Extraccién de células endoteliales a partir del cordén umbilical humano

Figura 10. Cultivo primario de células endoteliales de vena de cordén umbilical humano
(HUVEQC) tras 24 h de su extraccién (izquierda) y tras 72 h, en estado subconfluente

(derecha).

4. Caracterizacién celular

Una vez establecido el cultivo se caracterizaron las células obtenidas con el fin de
corroborar el tipo y la pureza del cultivo. Las células obtenidas formaron una monocapa
con aspecto de empedrado, caracteristica de las células endoteliales, y mediante la
técnica de inmunofluorescencia indirecta se observé una tincién positiva frente al factor

de Von Willebrand o factor VIII (Dubey y col., 1992). Para su localizaciéon se empled un
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anticuerpo primario policlonal frente al factor VIII de células endoteliales (dilucion 1/100;
DAKO Corporation, CA, USA) y posteriormente un anticuerpo secundario unido a

rodamina (diluciéon 1/100; Chemicon, Temecula, CA, USA). (Fig.11).

A) B)

Figura 11. (A) Caracterizaciéon de HUVEC por inmunofluorescencia indirecta mediante
marcaje de Factor VIII. 200X, (B) Detalle del patrén de expresion granular del factor VIII

caracteristico de endotelio. 1.000X .

5. Determinacion de la actividad NADPH-oxidasa en células endoteliales.

Una vez establecidos cultivos celulares confluentes, las HUVEC, cultivadas en un
medio con 5,5 6 22 mM de D-glucosa, se trataron durante 30 minutos con 2,5 ng/ml de IL-
1B, en presencia o en ausencia de 150 ug/ml de anakinra (AK), 30 uM | de apocinina y/6
2 mM de 6-ANAM.

La actividad de la NADPH-oxidasa se determin6é en los cultivos de HUVEC
sometidas a distintos tratamientos, a través del método de quimioluminiscencia. El
reactivo lucigenina (nitrato de bis-N-metilacridinio) es un compuesto aromatico que capta
electrones de alta energia emitidos por las especies reactivas de oxigeno producidas por
la actividad de la enzima NADPH- oxidasa, la emision de luz (fotones) puede ser

detectada por un lumindmetro. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos, al
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alcanzar la confluencia se ayunaron durante 24 horas con DMEM-0,1% de BSA y se
incubaron durante 30 minutos con los tratamientos correspondientes. Cada tratamiento
fue realizado por triplicado. Concluido el tiempo de tratamiento, se extrajeron las
proteinas, para lo cual las células se lavaron con una solucién de PBS frio y se rasparon
con un rascador de plastico utilizando 600 ul de PBS, a continuacién se centrifugd la
muestra 1 minuto a 13000 rpm a 4°C., se retir6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet
en 100 ul de tampon de homogenizacién compuesto por KH,PO, 50 mM, EGTA 1 mM y
sacarosa 150 mM a un pH de 7. Se homogenizé cada muestra con el micromortero de
microtubos en hielo durante 5 minutos. La cantidad de proteina se cuantifico por medio
del método colorimétrico del acido bicinconinico (BCA; Pierce, Rockford, IL, USA). Las
muestras obtenidas se almacenaron a -80° C, hasta ser procesadas. Una vez
determinada la cantidad de proteina en cada muestra se efectuaron los calculos para
obtener 5 ug de proteina. Posteriormente se prepard una solucion compuesta por PBS
sin calcio ni magnesio, una solucién de lucigenina 5 uM y una solucion de NADPH 100
uM, previamente a la realizacion del experimento la mezcla de estas soluciones se
calenté a 37° C. En seguida se transfirié a un tubo de plastico 290 ul de esta mezcla de
soluciones y 10 ul de lisado que contenia 5 ug de proteina. Finalmente se tomaron
medidas en un luminébmetro de tubos (Optocomp 1B, Bacterial Systems; GEM Biomedical
Inc.) cada 10 segundos durante 5 minutos. Las primeras 5 mediciones se descartaron
para permitir la estabilizacién de las lecturas y a partir de la sexta medicion se calculé un
promedio de todas las medidas obtenidas. Los datos se expresaron como las unidades
de luz relativas (RLU) por ug de proteina presente en cada muestra sometida a los

diferentes tratamientos.
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6. Determinacion de la actividad NADPH-oxidasa en tejido

Para la obtencién de tejidos se emplearon para cada experimento 5 ratas macho
SD de 3 meses de edad, correspondientes a los grupos 1, 2, 7 y 8, las cuales fueron
sacrificadas por inhalacion de CO,, Posteriormente, se extrajo el mesenterio y con ayuda
de una lampara de microcirugia se obtuvieron los microvasos eliminando el tejido
conectivo que rodea los vasos al igual que la vena que circula paralela a la arteria. Los
microvasos obtenidos se mantuvieron en una solucion de Krebs Henseleit (KH) 5,5 mM
de D-glucosa, y se distribuyeron de manera homogénea (8 segmentos arterias por
tratamiento) en tubos con 1 ml de KH a 37°C en continuo burbujeo con una mezcla de
carbdgeno (95% 0,y 5% de CO;) que contenian 5,5 6 22 mM D-glucosa. A continuacion,
los vasos fueron tratados durante 30 minutos con 2,5 ng/ml IL-13 en presencia o en
ausencia de 100 pg/ml AK, 10 uM apocinina 6 2 mg/ml 6-ANAM. En algunos casos, los
segmentos arteriales fueron mantenidos en KH 5,5 mM de D-glucosa y tratados durante
30 minutos con 10 uM apocinina 6 2 mM 6-ANAM . Al término del tratamiento, se
homogenizé cada muestra con 150 ul de buffer de homogenizaciéon en un micromortero

de vidrio hasta que los vasos fueron triturados.

Para el analisis, se prepar6 una solucién de 125 pl de lucigenina, 175 ul de buffer
de homogenizacion y 50 pul de muestra. Esta solucién se colocé en una placa de 96
pocillos y se realizaron mediciones en un luminédmetro de placas (Orion Il Microplate
Luminometer, Berthold delection systems). Para obtener los valores basales se realizaron
(por cada muestra) 29 lecturas cada 40 segundos y durante 11 minutos para obtener los
valores basales. Posteriormente, se agregé a cada muestra 25 ul de NADPH y se
realizaron mediciones: 29 lecturas por muestra cada 40 segundos durante 11 minutos
para determinar la actividad de la enzima NADPH-oxidasa. La actividad enzimatica se
expresd como unidades relativas de luz (RLU)/ ug de proteina/ min. Mediante BCA se

determino la cantidad de proteina.
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7. Determinacioén de citoquinas en suero de animales DM.

La sangre recolectada mediante puncion cardiaca fue centrifugada a 3000 rpm durante
20-30 minutos, tras este tiempo el suero fue recolectado y almacenada a -80°C hasta el
analisis. Los niveles de citoquinas pro-inflamatorias IL-13 y TNF-a se analizaron en el
suero de los animales mediante el ensayo de ELISA (Enzyme-Linked Immunoassay) y de
acuerdo con las instrucciones de manufactura (RAT-IL-1p ELISAKIT; Gen-
Probe/Diaclone) y (RAT-TNFa ELISA KIT; Gen-Probe/Diaclone). Las placas fueron
leidas en un lector de ELISA (ELx800 BIO-TEK Instruments Inc) a una absorbancia de

450 nm.

8. Soluciones y farmacos empleados.

i. Composicion de la solucién Krebs-Henseleit expresados en mM.

NaCl 115

KCI 4,6

CaCl, 2,5

KH,PO, 1,2
MgS0,.7H,0 1,2

NaHCO; 25

EDTA Na,.2H,0 0,01
D-glucosa 55,111,622

ii. Composicion de la solucion buffer de homogenizacion expresados en mM.

KH2PO4 50 mM
EGTA 1 mM
Sacarosa 150 mM
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Farmacos y reactivos empleados.

1400W dihidrocloridro (Sigma)

6-ANAM (Sigma)

Acetilcolina cloruro (Sigma)

Acido citrico monohidratao (Fluka Chemika)
Acido L-ascorbico (Merck)

Anakinra (Biovitrum)

Apocinina (Sigma)

CaCl, (Merck)

Citrato trisédico (Merck)

EDTA Na,.2H,0 (Sigma)

EGTA (Sigma)

Estreptozotocina (Sigma)

D-glucosa anhidra (Merck)

Indometacina (Sigma)

IL1-B (PeproTech)

KCI (Merck)

KH,PO,4 (Merck)

L-NAME (Sigma)

Lucigenina : N,N’-dimetil 9,9’ biacridinio dinitrato (Sigma )
MgS0O,.7H,0 (Merck)

NADPH: B-Nicotinamida adenina dinucléotido fosfato. (Sigma)
NaHCO; (Merck)

Noradrenalina clorhidrato (Sigma)
Sacarosa (Panreac Quimica)

Tempol: 4-hydroxi-TEMPO (Sigma)
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Las soluciones de cada farmaco se prepararon en agua destilada, salvo: NA, que
se disolvi6 en solucion salina (0,9% NaCl) con acido ascorbico (0,01% p/v);
estreptozotocina, que se disolvié en una solucion de citrato trisédico 0,1M ajustada a un
pH de 4-4,5 con &acido citrico 1 M; lucigenina, que se disolvié en una solucion de 0,1M
EDTA en PBS; y NADPH, que fue disuelta en una solucion 10 mM Tris/HCI. Estas
soluciones se conservaron a -20°C excepto la estreptozotocina que se prepard en el
momento de ser utilizada. El material de plastico estéril para el cultivo de células fue de

Techno Plastic Products AGa.

8. Andlisis Estadistico.

Los datos fueron expresados como la media * error estandar (ES). Para comparar
las curvas de respuesta se utilizé el analisis de varianza a dos factores (concentracion y
grupo). Mediante t de student se compararon los valores discretos. Se empleé el
programa estadistico SPSSStatistics 17.0. Los valores se consideraron significativamente

distintos cuando la probabilidad de ser iguales fue menor del 5% (p<0,05).
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RESULTADOS

1. Reactividad vascular en microvasos mesentéricos de rata SD control (Grupo 1).

1.1 Influencia de la D-glucosa extracelular sobre la relajacion a ACh.
La Figura 9 muestra que la incubacion de los vasos durante tres horas con diferentes
concentraciones de D-glucosa extracelular (5.5 y 22 mM) no modificé ni la contraccion

originada por NA ni la ulterior respuesta relajadora dependiente de endotelio inducida por

dosis crecientes y acumulativas de ACh (1 nM a 10 uM)

120 .
—(O— 5,5mM D-glucose {n=11)
—&— 22mM D-glucose {n=14)
100 E
S 80 E
o
&
=
[ =
8 60 4
o
@
o
=3
=
£
< 40 -
z
xR
20
0 L] ¥ L] L] L] L] ¥ ¥ ¥
NA 9 8.5 8 7.5 7 6.5 6 5.5

ACh (Log M)

Figura 9. Efecto de la concentracion de D-glucosa en el medio extracelular (5,5 y 22 mM) sobre las
respuestas vasodilatadoras inducidas por acetilcolina (ACh) en microvasos mesentéricos aislados de rata SD.
Los datos se expresan como la media+ES del porcentaje de la contraccion previa inducida por noradrenalina
(NA, 1uM), equivalente a 7,75+0,93y 7,79+0,81 mNewtons, respectivamente, en presencia de 5,5 6 22 mM D-
glucosa (diferencias estadisticamente no significativas). (n) es el nimero de segmentos vasculares utilizados
en cada curva, obtenidos de 9 animales.
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1.2 Efecto de IL1-8 sobre la relajacion inducida por ACh. Influencia de la concentracion
extracelular de D-glucosa.

En los siguientes experimentos, se estudid el efecto de la incubacion durante 2
horas con una citoquina pro-inflamatoria como la IL-1B (1, 2,5, 5 y 10 ng/ml) sobre las
respuestas vasodilatadoras dependientes de endotelio inducidas por ACh. En los
experimentos realizados en presencia de niveles normales de D-glucosa (5,5 mM), la IL-
1B no modificod la vasoconstriccion originada por NA, mientras que produjo un deterioro
de la relajacion inducida por ACh que fue dependiente de la concentracién de citoquina

administrada (Fig. 10).
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Figura 10. Efecto de IL-18 (1, 2,5, 5 y 10 ng/ml) sobre las respuestas vasodilatadoras inducidas por
acetilcolina (ACh) en microvasos mesentéricos de rata SD incubados un medio conteniendo 5.,5 mM de D-
glucosa extracelular. Los datos se expresan como la mediatES del porcentaje de la contraccion previa
inducida por noradrenalina (NA, 1 uM), equivalente a 10,13+1,51, 9,99+0,62, 10,25+1,51, 9,12+0,32 y
8,84+1,31 mNewtons, respectivamente (diferencias estadisticamente no significativas. (n) es el nimero de
segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenidos de 9 animales.* p<0,05 frente al grupo control, &
<0,05 frente a 1ngml IL-1B , § p<0,05 frente a 25ngml IL-1p, # p<0,05 frente a Sngml IL-1p.
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Cuando la influencia de las diferentes concentraciones de IL-13 se estudié en un
medio con 22 mM de D-glucosa extracelular (Fig. 11 ), no se observaron cambios en las
respuestas producidas por NA, ni tampoco en los efectos sobre la relajacion a ACh
observadas con la concentracion sub-umbral de la citoquina (1 ng/ml) ni con la
concentracién maxima utilizada (10 ng/ml). Sin embargo, el deterioro de la relajacién
endotelio-dependiente producido por las concentraciones intermedias de 2,5 y 5 ng/ml de
IL-1B se incrementd significativamente en presencia de 22 mM de D-glucosa. (p=0,001

respecto a 2,5y 5 ng/ml en 5,5 mM D-glucosa, respectivamente).
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Figura 11 . Efecto de IL-1B (1, 2,5, 5 y 10 ng/ml) sobre las respuestas vasodilatadoras a acetilcolina (ACh) en
microvasos mesentéricos de rata SD en un medio conteniendo 22 mM de D-glucosa extracelular. Los datos
se expresan como la mediazES del porcentaje de la contraccion previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM),
equivalente a 9,67+1,27, 9,85+1,5, 8,58+0,62, 8,44+0,93 y 8,93+1,18 mNewtons, respectivamente, en
presencia de 22mM D-glucosa (diferencias estadisticamente no significativas). (n) es el numero de
segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenidos de 7 animales. .* p<0,05 frente al grupo control, &
<0,05 frente a Ingml IL-1B , §] p<0,05 frente a 25ngml IL-1p, # p<0,05 frente a 5Sngml IL-1p.
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Para comprobar si la duracion del periodo de incubacién con IL-15 era relevante
en los efectos de la citoquina sobre las respuestas vasodilatadoras, se realizaron
experimentos en los que unos segmentos vasculares se trataban durante 2 horas con 2,5
ng/mL de IL-1B mientras, simultaneamente, otros segmentos se incubaban durante un
periodo mas corto, de so6lo 30 minutos, con la misma concentracion de la citoquina. Estos
experimentos se realizaron asimismo en presencia de concentraciones normales o
elevadas de D-glucosa extracelular (5,5 y 22 mM, respectivamente). Como se muestra en
la Figura 12, el deterioro de la relajacion endotelio-dependiente producido por el
tratamiento durante 30 minutos con 2,5 ng/ml IL-1B era similar al ocasionado tras 2 horas
de incubacion con la citoquina. Asimismo, se potenciaba de manera analoga en un medio

extracelular con 22 mM de D-glucosa.
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Figura 12. Efecto del tratamiento con 2,5 ng/ml de IL-1p durante 30 minutos 6 2 horas sobre las respuestas
vasodilatadoras a acetilcolina (ACh) en microvasos mesentéricos de rata SD en presencia de 5,5 6 22 mM de
D-glucosa extracelular. Los datos se expresan como la mediatES del porcentaje de la contraccion previa
inducida por noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 8,69+1,32 y 8,62+1,05 mNewtons (30 min, 5,5y 22 mM
D-glucosa, respectivamente; diferencias estadisticamente no significativas) 6 7,99+0,62 y 8,58+0,62
mNewtons, (2 horas, en presencia de 5,5 y 22 mM D-glucosa, respectivamente; diferencias estadisticamente
no significativas). (n) es el nimero de segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenidos de 5
animales, *p<0,05 frente al grupo control, §] p<0,05 frente a IL-1B 2 hrs. en 5,5mM D-glucose, # p<0,05 frente

a IL-1B 30 min. en 5,5mM D-glucose
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1.3 Efecto de IL1-3 sobre la relajacién inducida por Nitroprusiato Sédico (NPS). Influencia

de la concentracion extracelular de D-glucosa.

Para verificar si los efectos de IL1-gafectaban a las respuestas relajadoras no
dependientes del endotelio vascular, se realizaron experimentos con nitroprusiato sodico
(NPS), un vasodilatador que actua directamente sobre el musculo liso vascular de
manera independiente del endotelio. En las Figuras 13 y 14 se observa que las
diferentes concentraciones de IL1-#no modificaron la relajacién inducida por NPS tanto
en glucosa normal como en presencia de alta glucosa, por lo que se puede confirmar

que el deterioro en la relajacién producido por esta citoquina ocurre a nivel endotelial.

120 b
100 -
80 i
=
b=
o]
[ ]
o
T
=
o &0 -
=
@
L5}
=
=
=
<
£ Y
_O— Control (n=8)
¥ |_-1p Tng/ml {(n=8)
20 - —{ = 113 2.5n0/ml (n=9)
——  |_-1p Sng/ml {(n=7)
——  |-1p 19ngfml (n=8)
0 : ) r : : 1 r : - :
NA 9 8.5 8 7.5 7 6.5 € 55 5
NPS (Log M)

Figura 13. Efecto de IL-1B (1, 2,5, 5 y 10 ng/ml) sobre las respuestas vasodilatadoras a nitroprusiato sédico
(NPS) en microvasos mesentéricos de rata SD en un medio conteniendo 5,5 mM de D-glucosa extracelular.
Los datos se expresan como la media+ES del porcentaje de la contraccion previa inducida por noradrenalina
(NA, 1uM), equivalente a 7,77+1,07, 6,55+0,85, 7,58+1,31, 7,64+t1,87 y 6,93+2,11 mNewtons,
respectivamente (diferencias estadisticamente no significativas). (n) es el nimero de segmentos vasculares
utilizados en cada curva, obtenidos de 5 animales.
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Figura 15. Efecto de IL-1B (1, 2,5, 5 y 10 ng/ml) sobre las respuestas vasodilatadoras a nitroprusiato sédico
(NPS) en microvasos mesentéricos de rata SD en un medio conteniendo 22 mM de D-glucosa extracelular.
Los datos se expresan como la media+ES del porcentaje de la contraccion previa inducida por noradrenalina
(NA, 1uM), equivalente a 8,23+1,43, 7,53+2,05, 7,23+1,01, 8,64+2,07 y 9,92+2,82 mNewtons,
respectivamente (diferencias estadisticamente no significativas). (n) es el nimero de segmentos vasculares
utilizados en cada curva, obtenidos de 5 animales.
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1.4 Interferencia farmacolégica del efecto de IL1-4 sobre la relajacion a ACh.
1.4.1 Efecto de anakinra (AK)

Inicialmente, se estudid el efecto de un bloqueante selectivo de los receptores
para interleuquina-1 (IL-1), como anakinra (AK, 10, 50 y 100 pg/ml). En experimentos
preliminares, se demostré que el tratamiento con este agente durante los 30 minutos
previos en los controles no tenia efecto per se sobre la contractilidad a NA ni sobre la

relajacion inducida por ACh (Fig. 16).
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Figura 16. Efecto de AK (10, 50 y 100 ug/ml) sobre las respuestas vasodilatadoras a acetilcolina (ACh) en
microvasos mesentéricos de rata SD en presencia de un medio conteniendo 5,5 mM de D-glucosa
extracelular. Los datos se expresan como la media£ES del porcentaje de la contraccion previa inducida por
noradrenalina (NA, 1 uM), equivalente a 8,30+1,12, 7,84+0,62, 7,47+1,04 y 7,48+0,86 mNewtons,
respectivamente (diferencias estadisticamente no significativas). (n) es el nimero de segmentos vasculares
utilizados en cada curva, obtenidos de 8 animales.
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Sin embargo, la disfuncion endotelial provocada por 2.5 ng/ml IL-1p era revertida
por (AK) de manera dependiente de la concentracion. La dosis mas baja utilizada de AK
(10 pg/ml) no mejord la relajacion a ACh, mientras que 50 pg/ml de AK revirtid
parcialmente la disfuncion endotelial inducida la citoquina y 100 ug/ml AK la revirtié por

completo, de modo que la relajacién a ACh fue similar a la obtenida en situacién control

(Fig. 17).
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Figura 17. Efecto de AK (10, 50 y 100 pug/ml) sobre la disfuncion endotelial (menor respuesta vasodilatadora a
ACh) originada por 2,5 ng/ml de IL-18 en microvasos mesentéricos de rata SD en presencia de una
concentracion de 5,5 mM de D-glucosa extracelular. Los datos se expresan como la media+ES del porcentaje
de la contraccion previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 10,3+1,12, 10,41+,2,03, 11+026,
10,21+0,54 y 9,97+1,23 mNewtons, respectivamente (diferencias estadisticamente no significativas). (n) es el

numero de segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenidos de 8 animales. * p<0,05 frente al grupo
control, I p<0,05 frente a IL-1p.

Es interesante resaltar que el tratamiento con AK tuvo efectos andlogos para
prevenir la disfuncion endotelial producida por 2.5 ng/ml IL-13 cuando estaba potenciada

en un medio con 22 mM de D-glucosa extracelular (Fig. 18). Es decir, el bloqueo de los
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receptores para IL-1 antagonizé no sélo los efectos de la citoquina en glucosa normal,

sino su potenciacion en alta glucosa.
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Figura 18. Efecto de AK (10, 50 y 100 ug/ml) sobre la disfuncién endotelial (menor respuesta vasodilatadora a
ACh) originada por 2,5 ng/ml de IL-1B en microvasos mesentéricos de rata SD en presencia de una
concentracion de 22 mM de D-glucosa extracelular. Los datos se expresan como la media£ES del porcentaje
de la contraccion previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 6,58+1,38, 7,03+1,41,
6,98+1,39, 7,21+0,76 y 7,05+1,31 mNewtons, respectivamente (diferencias estadisticamente no
significativas). (n) es el numero de segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenidos de 6 animales.
* p<0,05 frente al grupo control, § p<0,05 frente a IL-1p.

1.4.2 Efecto de indometacina.

El tratamiento de los microvasos mesentéricos durante 30 minutos con el inhibidor
inespecifico de la COX indometacina (10 yM) no modificé la respuesta vasoconstrictora
inducida por NA ni la relajacién endotelio-dependiente a ACh en la situacién control (Fig.

19). Adicionalmente, la indometacina tampoco alteré la disfuncién endotelial provocada

56



por 2,5 ng/ml de IL-1p. Estos resultados no apoyan la participacion de los derivados de la

COX en la alteracién de la funcion endotelial inducida por la citoquina.
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Figura 19. Efecto de 10 yuM Indometacina sobre la disfuncién endotelial (menor respuesta vasodilatadora a
ACh) originada por 2,5 ng/ml de IL-1B en microvasos mesentéricos de rata SD en presencia de una
concentracion de 5,5 mM de D-glucosa extracelular. Los datos se expresan como la media+ES del porcentaje
de la contraccion previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 9,02+0,98, 7,18+1,33,
8,12+1,13 y 9,06+1,27 mNewtons, respectivamente (diferencias estadisticamente no significativas). (n) es el
numero de segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenidos de 5 animales * p<0,05 frente al grupo
control.

1.4.3 Efecto de 1400W.

El tratamiento de los microvasos mesentéricos durante 30 minutos con el inhibidor
especifico de la sintasa inducible de NO 1400W (10 uM) no modificd la respuesta
vasoconstrictora inducida por NA ni la relajacién endotelio-dependiente a ACh en la

situacion control (Fig. 20). Adicionalmente, este agente tampoco alterd la disfuncion
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endotelial provocada por 2,5 ng/ml de IL-1B. Estos resultados no sugieren una

participacion de la iINOS en la alteracion de la funcion endotelial inducida por la citoquina.

120 -
—{(— control (n=7}
e IL-16 2.5 ng/ml (n=7)
100 — = 1400W 10ug/ml (n=7)
1 ——  |L-1[i 2,5 ng/ml + 1400W 10ug/ml (n=9)
80
=
o
Bl
L=
£
=
8 &80 J
=
L&)
L #]
=
=
=
g
a0
F
&
*
20
o 7 . . . . . : , . : r .
NA 10 9.5 9 8.5 7.5 7 6.5 6 5.5 5
ACh (Log M)

Figura 20. Efecto de 10 yuM 1400W sobre la disfunciéon endotelial (menor respuesta vasodilatadora a ACh)
originada por 2,5 ng/ml de IL-13 en microvasos mesentéricos de rata SD en presencia de una concentracion
de 5,5 mM de D-glucosa extracelular. Los datos se expresan como la mediatES del porcentaje de la
contraccion previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 9,31+£1,18, 9,49+1,12, 8,75+0,98 y
10,87+1,21 mNewtons, respectivamente (diferencias estadisticamente no significativas). (n) es el numero de
segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenidos de 5 animales * p<0,05 frente al grupo control.

1.4.4 Efecto de tempol.

El tratamiento de los microvasos mesentéricos durante 30 minutos con el barredor
intracelular de aniones superdoxido tempol (100 pM) no modificd la respuesta
vasoconstrictora inducida por NA ni la relajacion endotelio-dependiente a ACh en la
situacion control (Fig. 21). Sin embargo, el tempol revirtio parcialmente la disfuncion

endotelial provocada por 2,5 ng/ml de IL-1pB. Estos resultados sugieren la participacion de
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especies reactivas de oxigeno, posiblemente aniones superdxido, en la alteracion de la

funcion endotelial inducida por IL-1p.
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Figura 21. Efecto de 100 uM de tempol sobre la disfuncién endotelial (menor respuesta vasodilatadora a ACh)
originada por 2,5 ng/ml de IL-13 en microvasos mesentéricos de rata SD en presencia de una concentracion
de 5,5 mM de D-glucosa extracelular. Los datos se expresan como la mediatES del porcentaje de la
contraccion previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 6,89+1,12, 7,31+2,04, 7,68+1,19 y
7,79+0,94 mNewtons, respectivamente (diferencias estadisticamente no significativas). (n) es el nimero de
segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenidos de 7 animales. *p<0,05 frente al grupo control , |

p<0,05 frente a IL-1p.

La capacidad del tempol para restaurar parcialmente la disfuncién endotelial
originada por 2,5 ng/ml de IL-13 también se observé en un medio conteniendo 22 mM de
D-glucosa (Fig. 22), lo que sugiere que la potenciacion del deterioro endotelial producido
por la elevacién de la D-glucosa extracelular esta mediada, al menos en parte, por

aniones superoxido.
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Figura 22. Efecto de 100 uM de tempol sobre la disfuncién endotelial (menor respuesta vasodilatadora a ACh)
originada por 2,5 ng/ml de IL-13 en microvasos mesentéricos de rata SD en presencia de una concentracion
de 5,5 mM de D-glucosa extracelular. Los datos se expresan como la mediatES del porcentaje de la
contraccion previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 7,21+2,09, 6,52+1,11, 11,06+2,21 y
8,52+1,57 mNewtons, respectivamente (diferencias estadisticamente no significativas). (n) es el niumero de
segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenidos de 5 animales *p<0,05 frente al grupo control , |
p<0,05 frente a IL-1p.

1.4.5 Efecto de Apocinina.

El tratamiento de los microvasos mesentéricos durante 30 minutos con el
bloqueante de la enzima NADPH-oxidasa apocinina (10 yM) no modificéd la respuesta
vasoconstrictora inducida por NA ni la relajaciéon endotelio-dependiente a ACh en la
situacion control (Fig. 23). Sin embargo, la apocinina revirtid parcialmente la disfuncion
endotelial provocada por 2,5 ng/ml de IL-1B. Estos resultados indican un papel para la

enzima NADPH-oxidasa en la alteracién de la funcion endotelial inducida por la citoquina.
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Figura 23 . Efecto de 10 uM de apocinina sobre la disfuncion endotelial (menor respuesta vasodilatadora a
ACh) originada por 2,5 ng/ml de IL-1B en microvasos mesentéricos de rata SD en presencia de una
concentracion de 5,5 mM de D-glucosa extracelular. Los datos se expresan como la media+ES del porcentaje
de la contraccion previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 10,53+0,87, 9,38+1,11,
10,39+1,78 y 9,44+1,07 mNewtons, respectivamente (diferencias estadisticamente no significativas). (n) es el
numero de segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenidos de 6 animales. *p<0,05 frente al grupo
control , [ p<0,05 frente a IL-1B.

La capacidad de la apocinina para restaurar parcialmente la disfunciéon endotelial
originada por 2,5 ng/ml de IL-1B también se observé de forma similar en un medio
conteniendo 22 mM de D-glucosa (Fig. 24), lo que sugiere que la potenciacion del
deterioro endotelial producido por la elevacién de la D-glucosa extracelular también esta

mediada por la activacién de la enzima NADPH oxidasa (Fig. 24).
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Figura 24. Efecto de 10 yM de apocinina sobre la disfuncién endotelial (menor respuesta vasodilatadora a
ACh) originada por 2,5 ng/ml de IL-1B en microvasos mesentéricos de rata SD en presencia de una
concentracion de 22 mM de D-glucosa extracelular. Los datos se expresan como la media£ES del porcentaje
de la contraccidon previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 10,01+2,21, 9,63+0,87,
6,81+£3,01 y 10,08+0,73 mNewtons, respectivamente (diferencias estadisticamente no significativas)., (n) es
el numero de segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenidos de 5 animales. *p<0,05 frente al
grupo control , I p<0,05 frente a IL-1p.

1.4.5 Efecto de 6-ANAM.

El tratamiento de los microvasos mesentéricos durante 30 minutos con el inhibidor
de la enzima glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PD), 6-ANAM (2 mM) no modificé la
respuesta vasoconstrictora inducida por NA ni la relajacion endotelio-dependiente a ACh
en la situacion control (Fig. 25). Sin embargo, el 6-ANAM revirtid parcialmente la
disfuncion endotelial provocada por 2,5 ng/ml de IL-1B. Estos resultados indican un papel
para la G6PD como donante del sustrato NADPH para la enzima NADPH-oxidasa en la

alteracion de la funcion endotelial inducida por la citoquina.
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Figura 25. Efecto de 2 mM de 6-ANAM sobre la disfuncion endotelial (menor respuesta vasodilatadora a ACh)
originada por 2,5 ng/ml de IL-13 en microvasos mesentéricos de rata SD en presencia de una concentracion
de 5,5 mM de D-glucosa extracelular. Los datos se expresan como la mediatES del porcentaje de la
contraccion previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 11+1,31, 11,14+1,09, 7,33+2,48 y
11,21+0,87 mNewtons, respectivamente (diferencias estadisticamente no significativas). (n) es el nimero de
segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenidos de 5 animales. *p<0,05 frente al grupo control , |
p<0,05 frente a IL-1p.

La capacidad del 6-ANAM para restaurar parcialmente la disfuncién endotelial
originada por 2,5 ng/ml de IL-13 también se observé en un medio conteniendo 22 mM de
D-glucosa (Fig. 26), lo que sugiere que la potenciacion del deterioro endotelial producido
por la elevacion de la D-glucosa extracelular también esta relacionada con la actividad de

la enzima G6PD como fuente de NADPH.
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Figura 26. Efecto de 2 mM de 6-ANAM sobre la disfunciéon endotelial (menor respuesta vasodilatadora a ACh)
originada por 2,5 ng/ml de IL-13 en microvasos mesentéricos de rata SD en presencia de una concentracion
de 22 mM de D-glucosa extracelular. Los datos se expresan como la mediatES del porcentaje de la
contraccion previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 9,82+0,32, 9,61+1,20, 11,57+2,01 y
10,13+1,54 mNewtons, respectivamente (diferencias estadisticamente no significativas)., (n) es el numero de
segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenidos de 5 animales. *p<0,05 frente al grupo control , |
p<0,05 frente a IL-18.

2. Actividad de la enzima NADPH oxidasa.
2.1 Actividad NADPH oxidasa en cultivos celulares.
La actividad de la NADPH-oxidasa se determiné en los cultivos confluentes de
HUVEC sometidas a distintos tratamientos, a través del método de quimioluminiscencia.
Como se puede observar en la Figura 27 el tratamiento durante 30 minutos con 2,5 ng/ml

de IL-1p aumento la actividad NADPH-oxidasa de manera significativa. Esta actividad se
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potencid en presencia de altas concentraciones de D-glucosa (22mM) (Fig. 27). Por otra
parte, el tratamiento con 150 ug/ml de anakinra (AK), 30 uM de apocinina 6 2 mM de 6-
ANAM disminuyé la activacion de la enzima inducida por la citoquina, tanto en un medio

conteniendo 5,5 como 22 mM D-glucosa.
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Figura 27. Activaciéon de la enzima NADPH-oxidasa en células endoteliales humanas de vena de cordon
umbilical (HUVEC) estimuladas durante 30 min con IL-1B (2,5ng/ml), anakinra (AK) (150 ug/ml), apocinina (30
uM) y/6 6-ANAM (2 mM) en un medio con de 5,5 6 22 mM D-glucosa. Los datos se expresan como la media
+ ES de 5 experimentos realizados por triplicado. * p<0,05 frente al grupo control, # p<0,05 frente a IL-1p, T
frentealLipen55mMDGlucosa

En ausencia del estimulo inflamatorio con IL-1B, la incubacién con 150 ug/ml de
anakinra (AK), 30 uM de apocinina 6 2 mM de 6-ANAM, no alter6 la actividad de la

NADPH-oxidasa en HUVEC (Fig. 28).
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Figura 28. Activacién de la enzima NADPH-oxidasa en células endoteliales humanas de vena de corddn
umbilical (HUVEC), en ausencia de IL-18 e incubadas durante 30 min con anakinra (AK) (150 pg/ml),
apocinina (30 uM) y/6 6-ANAM (2 mM) en un medio con de 5,5 6 22 mM D-glucosa. Los datos se expresan
como la media = ES de 5 experimentos realizados por triplicado.

2.2 Actividad NADPH oxidasa en microvasos mesentéricos aislados de rata SD no
diabética (Grupo 1).
De igual forma, la actividad de la NADPH-oxidasa se determiné en microvasos
mesentéricos de rata SD no diabética sometidos a distintos tratamientos. Como se puede
observar en la Figura 29, el tratamiento durante 30 minutos con 2,5 ng/ml de IL-1B

aumenté la actividad NADPH-oxidasa de manera significativa. Esta actividad se potencio
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en presencia de altas concentraciones de D-glucosa (22mM). Asimismo, el tratamiento
con 100 ug/ml de anakinra (AK), 10 uM de apocinina 6 2 mM de 6-ANAM disminuyo la
activacion de la enzima inducida por 2,5 ng/ml de IL-1p, tanto en un medio con 5,5 o con

22 mM D-glucosa.
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Figura 29. Activacion de la enzima NADPH-oxidasa en preparaciones microvasculares de rata SD
estimuladas durante 30 min con IL-18 (2,5ng/ml), sola o en presencia de anakinra (AK) (100 pg/ml), apocinina
(10 uM 1) y/6 6-ANAM (2 mM) en un medio con 5,5 6 22 mM D-glucosa. Los datos se expresan como la
media + ES de 6 experimentos independientes cada uno, con segmentos obtenidos de 8 animales. * p<0,05
frente al grupo control, # p<0,05 frente a IL-1p, T frentealLipen55mMDGlucosa

En ausencia del estimulo inflamatorio con IL-1B, la incubacién con 150 pug/ml de
anakinra (AK), 30 uM de apocinina 6 2 mM de 6-ANAM, no alter6 la actividad de la

NADPH-oxidasa en los microvasos mesentéricos de rata no diabética (Fig. 30).
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Figura 30. Activacion de la enzima NADPH-oxidasa en preparaciones microvasculares de rata SD en
ausencia de IL-1pB e incubadas durante 30 min anakinra (AK) (100 pg/ml), apocinina (10 uM I) y/é6 6-ANAM (2
mM) en un medio con 5,5 6 22 mM D-glucosa. Los datos se expresan como la media + ES de 6 experimentos
independientes cada uno, con segmentos obtenidos de 8 animales. * p<0,05 frente al grupo control, # p<0,05
frente a IL-1p, T frentealLipen55mMDGlucosa
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3. Reactividad vascular en microvasos mesentéricos de rata con DM inducida

con STZ (Grupo 2).

3.1 Disfuncién endotelial en ratas SD con DM inducida por STZ.

Inicialmente, se analiz6 la relajacion inducida por ACh en microvasos
mesentéricos procedentes de ratas con DM inducida por STZ (Grupo 2) de 1, 2 6 3
semanas de evolucion, estudiada en un medio con concentraciones normales de glucosa
(5,5 mM). Durante la primera semana de evolucion de la diabetes, no se observaron
alteraciones en la relajacion inducida por ACh. No obstante, los animales con dos
semanas de diabetes presentaron una menor vasodilatacion inducida por ACh, al igual

que aquellos con una enfermedad de tres semanas de evolucion (Fig. 31)

La menor relajacion a ACh se debia al deterioro de la funcidén endotelial asociada
a la DM, ya que en estos vasos la relajacion inducida por NPS (un vasodilatador
independiente de endotelio), no se afectdé (datos no mostrado), de acuerdo con lo

previamente descrito en este modelo experimental (Rodriguez-Mariaz, 2003).
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Figura 31. Efecto de la evolucion de la primera, segunda y tercera semana de diabetes sobre las respuestas

vasodilatadoras a acetilcolina (ACh) en microvasos mesentéricos de rata en 5,5 mM extracelular de

D-

glucosa. Los datos se expresan como la media + ES del porcentaje de la contracciéon previa inducida por
noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 7,83 + 1,22, 6,13 + 0,89, 7,44 + 2,21 y 6,09 £ 1,73 mNewtons,
respectivamente (diferencias estadisticamente no significativas). (n) es el nimero de segmentos vasculares

utilizados en cada curva, obtenidos de 6 animales. * p<0,05 frente al grupo control.

Cuando las respuestas vasodilatadoras a ACh en microvasos de animales

diabéticos se analizaron en un medio con glucosa extracelular alta (22mM), no se

observaron cambios adicionales sobre los obtenidos en un medio con glucosa normal

(5,5 mM). (Fig 32).
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Figura 32. Efecto del aumento de la D-glucosa extracelular (5,5 6 22mM) en la evolucion de la primera,
segunda y tercera semana de diabetes sobre las respuestas vasodilatadoras a acetilcolina (ACh) en
microvasos mesentéricos de rata. Los datos se expresan como la media + ES del porcentaje de la
contraccion previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 8,69 + 0,82, 8,27 + 1,59, 7,83 + 1,12,
8,84 + 1,08, 6,13 + 0,89 y 6,09 + 1,73 mNewtons, respectivamente (diferencias estadisticamente no
significativas). (n) es el nimero de segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenidos de 5 animales
* p<0,05 frente al grupo control.

3.2 Interferencia farmacoldgica de la disfuncion endotelial en ratas SD diabéticas.

A continuacién, se estudio el papel que juega el estrés oxidativo en la disfuncién
endotelial observada en nuestro modelo animal experimental de DM. Los
microvasos se incubaron previamente durante 30 minutos con 100 uM tempol, para

a continuacion realizar la curva concentracion dependiente a ACh. El tempol revirtio
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parcialmente la disfuncién endotelial observada en los microvasos mesentéricos de

los animales diabéticos. (Fig. 33)
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Figura 33. Efecto de 100 uM tempol sobre las respuestas vasodilatadoras a acetilcolina (ACh) en
microvasos mesentéricos de rata diabética de dos semanas de evolucién, en un medio conteniendo 5,5
mM D-glucosa. Los datos se expresan como la media + ES del porcentaje de la contraccion previa
inducida por noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 10,3 + 0,82, 10,07 + 0,79, 10,47 +1,47 y 10,48 £
1,15 mNewtons, respectivamente (diferencias estadisticamente no significativas). (n) es el nimero de
segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenidos de 6 animales * p<0,05 frente al grupo
control # p<0,05 frente a diabéticas (DB).

Ademas, se investigd el papel de la enzima NADPH oxidasa en la disfuncién
endotelial diabética, mediante la incubacién previa de los microvasos durante 30 minutos
con el inhibidor de la enzima apocinina (10 uM). En la Figura 34 se observa que la
apocinina revirtio parcialmente la disfuncion endotelial observada en los vasos de

animales diabéticos.
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Figura 34. Efecto de 10 uM apocinina sobre las respuestas vasodilatadoras a acetilcolina (ACh) en
microvasos mesentéricos de rata diabética de dos semanas de evolucion. Los datos se expresan como la
media + ES del porcentaje de la contraccién previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 10,3
+ 1,22, 10,07 £ 0,89, 10,53 + 1,33 y 10,37 + 1,11 mNewtons, respectivamente (diferencias estadisticamente
no significativas). (n) es el numero de segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenidos de 7
aniamales. * p<0,05 frente al grupo control # p<0,05 frente a diabéticas (DB).

En la siguiente tanda de experimentos, se estudié el papel de la enzima G6PD en
la disfuncion endotelial diabética, mediante la incubacién durante 30 min. de los vasos
con el inhibidor de la enzima 6-ANAM, (2 mM). En la Figura 35 se observa que 6-ANAM
también revirtid parcialmente la disfuncién endotelial observada en los microvasos

mesentéricos de los animales diabéticos.
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Figura 35. Efecto de 2 uM 6-ANAM sobre las respuestas vasodilatadoras a acetilcolina (ACh) en microvasos
mesentéricos de rata diabética de dos semanas de evolucion. Los datos se expresan como la media + ES del
porcentaje de la contraccion previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 10,3 = 1,22, 10,07
0,89, 7,78 + 3,01 y 10,71 + 0,91 mNewtons, respectivamente (diferencias estadisticamente no significativas).
(n) es el numero de segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenido de 4 animales. * p<0,05 frente
al grupo control # p<0,05 frente a diabéticas (DB).

Por ultimo, se estudio el posible papel de enzimas pro-inflamatorias, como COX e
iINOS, en la disfuncion endotelial diabética. En la Figura 36 se observa que la incubacion
previa con indometacina 6 1400W, bloqueantes respectivos de COX e iNOS, no modificd

la disfuncion endotelial observada en los animales diabéticos.
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Figura 36. Efecto de 10 uM indometacina y 10 uM 1400W sobre las respuestas vasodilatadoras a acetilcolina
(ACh) en microvasos mesentéricos de rata diabética de dos semanas de evolucion. Los datos se expresan
como la media £ ES del porcentaje de la contraccion previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM),
equivalente a 10,3 + 1,22, 10,07 £ 0,89, 9,73 £ 1,65, y 11,53 £ 1,05 mNewtons, respectivamente (diferencias
estadisticamente no significativas). (n) es el nimero de segmentos vasculares utilizados en cada curva,
obtenido de 5 animales. * p<0,05 frente al grupo control.

3.3 Influencia del bloqueo de los receptores de IL-1 con Anakinra sobre la disfuncion

endotelial diabética.

Una serie de ratas SD controles (Grupo 3) y con diabetes inducida con STZ de 2
semanas de evolucién (Grupo 4), se trataron mediante la administracion intraperitoneal
de anakinra (100 mg/kg peso/24h) durante los 3 dias previos al sacrificio. Otros grupos
analogos (Grupo 5 y 6) recibieron la misma dosis de anakinra los 7 dias previos al

sacrificio. En ambos casos, se observd una reversion parcial de la disfuncion endotelial
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diabética, que fue similar, independientemente de la duracién del tratamiento (Figs. 37 y

38).
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Figura 37 . Efecto de la administracion intraperitoneal de 100 mg/kg Anakinra (AK) 3 dias antes del sacrificio,
sobre las respuestas vasodilatadoras a acetilcolina (ACh) en microvasos mesentéricos. Los datos se
expresan como la media + ES del porcentaje de la contraccién previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM),
equivalente a 10,07 + 0,06, 9,78 + 1,23 y 9,75 + 0,91 mNewtons, (diferencias estadisticamente no
significativas). (n) es el nimero de segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenido de 10 animales.
* p<0,05 frente al grupo control # p<0,05 frente a diabéticas (DB).
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Figura 38 . Efecto de la administracién intraperitoneal de 100 mg/kg Anakinra (AK) 7 dias antes del sacrificio,
sobre las respuestas vasodilatadoras a acetilcolina (ACh) en microvasos mesentéricos. Los datos se
expresan como la media + ES del porcentaje de la contraccion previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM),
equivalente a 10,07 + 0,06, 9,78 + 1,23, 7,53 £1,22 y 10,10 = 1,76 mNewtons, (diferencias estadisticamente

no significativas).

(n) es el numero de segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenido de

animales. * p<0,05 frente al grupo control # p<0,05 frente a diabéticas (DB).

10

Finalmente, otros grupos de ratas controles y diabéticas (Grupos 7 y 8) recibieron

una dosis de 160/mg/kg peso/24hrs de anakinra, los tres dias previos al sacrificio. Con

este tratamiento, se observd un reversion completa de la disfuncién endotelial diabética,

ya que la respuesta a ACh en los microvasos de los animales diabéticos fue similar a la

de los controles (Fig. 39).
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Figura 39. Efecto de la administracion intraperitoneal de 160 mg/kg Anakinra (AK) 3 dias antes del sacrificio,
sobre las respuestas vasodilatadoras a acetilcolina (ACh) en microvasos mesentéricos. Los datos se
expresan como la media + ES del porcentaje de la contraccion previa inducida por noradrenalina (NA, 1uM),
equivalente a 10,07 + 0,06, 9,78 + 1,23, 10,64 + 2,43 y 11,54 + 2,76 mNewtons, (diferencias
estadisticamente no significativas). (n) es el nimero de segmentos vasculares utilizados en cada curva,
obtenidos en 10 animales. * p<0,05 frente al grupo control # p<0,05 frente a diabéticas (DB).

En algunos microvasos mesentéricos de ratas diabéticas tratadas con AK
160mg/kg/24hrs (Grupo 8), se analizé también el efecto de 100 uM tempol, 10 uM
apocinina 6 2 mM 6-ANAM. En estas condiciones, al igual que ocurria en animales
controles no diabéticos, los distintos farmacos empleados no tuvieron efecto significativo

sobre la relajacion inducida por ACh (Fig. 40).
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Figura 40. Efecto de 100 uM tempol, 10 uM apocinina y 2 mM 6-ANAM sobre las respuestas vasodilatadoras
a acetilcolina (ACh) en microvasos mesentéricos de rata diabética tratada durante 3 dias previos al sacrificio
con AK 160 mg/kg/24 hrs. Los datos se expresan como la media + ES del porcentaje de la contraccion previa
inducida por noradrenalina (NA, 1uM), equivalente a 10,07 + 0,66, 9,78 + 1,23, 8,93 + 0,93, 11,58 + 0,76, 9,79
+ 1,11 y 10,30 = 0,68 mNewtons, (diferencias estadisticamente no significativas). (n) es el niumero de
segmentos vasculares utilizados en cada curva, obtenido de 5 animales * p<0,05 frente al grupo control #
p<0,05 frente a diabéticas (DB).
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4. Actividad de NADPH oxidasa en microvasos mesentéricos de animales

diabéticos.

La actividad de la enzima NADPH-oxidasa se determin6 en microvasos
mesentéricos de rata SD diabética de dos semanas de evolucion tratadas é no con 160
mg/kg/24hrs durante 3 dias previos al sacrificio (Grupos 7 y 8), asi como en sus
respectivos controles no diabéticos (Grupo 1). Como se puede observar en la Figura 41,
los microvasos de animales diabéticos presentaron un aumento significativo de la
activacion de la enzima NADPH-oxidasa respecto a los animales controles. En los vasos
procedentes del grupo de animales que habia recibido el tratamiento con AK
(160mg/kg/24hrs) la activacion de la NADPH-oxidasa se redujo de forma significativa.

Por otro lado, la incubacion durante 30 min con 10 uM de apocinina (bloqueante
de la NADPH oxidasa) 6 con 2 mM de 6-ANAM (inhibidor de la via de las pentosas)
originé una importante reduccién de la actividad NADPH oxidasa en los microvasos de
animales diabéticos (Fig. 41). Es interesante destacar que en animales tratados
previamente con anakinra, ni la apocinina ni el 6-ANAM tuvieron un efecto adicional sobre
la actividad NADPH oxidasa (Fig. 41). Estos tratamientos tampoco modificaron la

actividad NADPH oxidasa en animales controles (Fig. 42).
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Figura 41. Activacion de la enzima NADPH-oxidasa en preparaciones microvasculares de rata control y rata

diabética de dos semanas de evolucion (DB) tratadas o no durante 3 dias previos al sacrificio con anakinra
(AK) 160 mg/kg/24hrs. También se muestra el efecto de la incubacion durante 30 min. con apocinina (10
ug/ml) 6 6-ANAM (2 mg/ml). Los datos se expresan como la media + ES de 6 experimentos independientes
cada uno con segmentos obtenidos de 8 animales. * p<0,05 frente al grupo control, §] p<0,05 frente a grupo
DB.
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5. Determinacion de citoquinas pro-inflamatorias circulantes en ratas SD

diabéticas.

Los niveles séricos de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1p y TNF-a, determinados

mediante ELISA, en los diferentes grupos de animales estudiados en este trabajo figuran

en la Tabla 2. Las ratas con una evolucién de dos semanas de DM inducida por

estreptozotocina no presentaron variaciones significativas de las concentraciones de

citoquinas. Por su parte, la administracion de distintas dosis de anakinra tampoco

modificod

los niveles de IL-1B y TNF-a en condiciones basales, aunque redujo

significativamente la concentracién de ambas citoquinas en animales diabéticos.

Grupo Tratamiento IL-1pB pg/ml TNF-a pg/ml

1 Controles 82,11+1,38 11,522,771

2 Diabéticas (DM) sin tratamiento 83,78+2,99 11,22+£2,05

3 No diabéticas con 100 mg/kg AK, 3 dias 78,49+2,02 12,82+3,08

4 No diabéticas con 100 mg/kg AK, 7 dias 77,75+2.81 12,3941,30

5 No diabéticas con 160 mg/kg AK, 3 dias 90,34+2,92 10,21+ 4,34
6 DM con 100 mg/kg AK, 3 dias 57,01+£3,75 * 9 8,26 +2,13

7 DM con 100 mg/kg AK, 7 dias 45,06+3,09 *q 3,48+ 0,823 * q
8 DM con 160 mg/kg AK, 3 dias 42,7942,34 *q 3,43+1,27 * q

Tabla 2. Concentraciones de IL-1B8 y TNF-a en el plasma de los distintos grupos de ratas SD. Los datos se
expresan como la media * ES de 5 animales. *p<0,05 frente al grupo control, §| p<0,05 frente al respectivo

grupo DB.
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DISCUSION
Disfuncién endotelial producida por D-glucosa e IL-18

Las enfermedades cardiovasculares aparecen con una mayor incidencia en la
poblacién diabética (Beckman et al., 2002), situando la vasculopatia diabética como la
principal causa de morbimortalidad entre los pacientes diabéticos (Stratton et al., 2000).
La hiperglucemia caracteristica de los pacientes diabéticos es considerada desde hace
tiempo como un factor de riesgo independiente para el desarrollo de las complicaciones
vasculares asociadas a la diabetes (DCCT, 2003). Se ha descrito que tanto la
hiperglucemia basal como la postprandial son capaces de promover un estado oxidativo e
inflamatorio en el sistema vascular, y han sido propuestas como factores de riesgo
directos para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Esposito et al , 2002;
Ceriello, 2005). Sin embargo, aunque la hiperglucemia es un factor claramente asociado
al desarrollo de la enfermedad vascular, no esta claro su papel en la patogénesis de las
complicaciones vasculares.

La disfuncion endotelial es una de las complicaciones vasculares caracteristicas de
la diabetes humana y experimental (Ding H y Triggle CR., 2005). Entre los mecanismos
propuestos para explicar esta disfuncién endotelial ocupa un lugar destacado la hipétesis
de que las concentraciones elevadas de D-glucosa, por si mismas, son capaces de
alterar las respuestas vasodilatadoras-dependientes de endotelio. Asi, los estudios
iniciales in vitro en aorta de conejo y rata describieron una disminucién de las relajaciones
mediadas por el endotelio cuando los vasos se incubaban en concentraciones muy
elevadas de D-glucosa (22 6 44 mM) (Tesfamariam et al, 1991; Tesfamariam y Cohen,
1992; Pieper et al, 1995), a través de mecanismos que incluian la activacion de la PKC y
la via de los polioles, asi como la produccion de radicales libres (Tesfamariam et al, 1991;
Tesfamariam et al, 1992; Tesfamariam y Cohen, 1992). En aorta de cobayo, incubada en
presencia de 50 mM de D-glucosa, también se ha descrito una menor relajacion

endotelio-dependiente mediada por radicales libres y por activacién de la COX (Dorigo et



al, 1997). Experimentos similares realizados en microvasos mesentéricos de rata indican
que la incubacion de los mismos con 20 6 44 mM de D-glucosa produce disfuncion
endotelial, por mecanismos que incluyen la produccién de radicales libres, la via de los
polioles y la activacion de la COX (Taylor y Poston, 1994). Un estudio reciente, también
en microvasos mesentéricos de rata incubados con 30 6 40 mM de D-glucosa, sugiere
gue la disfuncion endotelial estd mediada por un aumento intracelular de metilglioxal, un
producto de glicosilacion avanzada (Browers et al, 2010).

Otros estudios en humanos sanos, realizados con la técnica de pletismografia del
antebrazo, también sugieren que el aumento de la glucosa plasmatica puede inducir
directamente disfuncion endotelial (Williams et al, 1998), a través de la produccion de
aniones superéxido o de la activacion de la PKC (Beckman et al, 2001; Beckman et al,
2002). Sin embargo, estos resultados no han sido confirmados en los estudios realizados
por otros grupos, en los que no se observan cambios significativos en la funcion
endotelial, analizada mediante pletismografia, en diversos grupos de sujetos sanos
(Houben et al, 1996; Charkoudian et al, 2002; Reed et al, 2004). De hecho, dos estudios
realizados por el mismo grupo, que estudian la capacidad de una sobrecarga oral de
glucosa para inducir disfunciébn endotelial en sujetos sanos, presentan resultados
contrapuestos: en individuos de mediana edad se describe una menor relajacion
dependiente de endotelio (lhlemann et al, 2003), mientras que en sujetos jévenes no se
observa ninguna modificacion significativa (Major-Pedersen et al, 2008).

Por otra parte, la capacidad de la D-glucosa para alterar la funcion endotelial
también se ha cuestionado en estudios in vitro, al menos con niveles de D-glucosa
extracelular no excesivamente incrementados. Asi, el aumento de la D-glucosa en el
medio extracelular a 20 mM no produce disfuncion endotelial significativa en microvasos
humanos aislados, mesentéricos o subcutaneos (MacKenzie et al, 2008). Los resultados
obtenidos en este trabajo en microvasos mesentéricos de rata también apuntan en este

sentido, ya que la elevacidn de la D-glucosa extracelular a niveles importantes (22 mM),



pero no desproporcionados, no modificé la relajacion-dependiente de endotelio, que
alcanzé una respuesta similar a la que se obtenia en presencia de concentraciones
basales. Por tanto, nuestros datos sugieren que la hiperglucemia, por si misma, no
produce disfuncion endotelial. Datos previos de nuestro grupo apoyan esta hipétesis, ya
en ratas con diabetes tipo 1 inducida por estreptozotocina de una semana de evolucion y
una hiperglucemia muy elevada (en el rango de 25 mM), no se observa todavia
disfuncion endotelial ni en la aorta ni en el lecho microvascular mesentérico (Rodriguez-
Mafias et al, 2003).

En los Ultimos afios, se ha propuesto que los niveles circulantes de citoquinas pro-
inflamatorias, incluida la IL-1B, se encuentran elevados tanto en modelos animales de
diabetes (El-Seweidy et al., 2002) como en pacientes diabéticos (Pickup et al., 2000;
Arnalich et al., 2000; Erbagci et al., 2001; Moriwaki et al., 2003). Ademas, se ha descrito
en pacientes diabéticos un incremento agudo en la liberacibn de citoquinas pro-
inflamatorias durante la hiperglucemia postprandial (Esposito et al., 2002; Nappo, 2002),
lo que se relaciona con un mayor riesgo cardiovascular (Esposito et al., 2002; Ceriello et
al., 2005). Aunque las fuentes de dichas citoquinas circulantes en la diabetes son
probablemente multiples (Alexandraki et al., 2006), el tejido adiposo es uno de los
principales fuentes propuestas, tanto por los adipocitos como por los macréfagos
infiltrados, lo que le confiere un papel relevante en la diabetes tipo 2 asociada con
resistencia a insulina, obesidad y sindrome metabodlico (Alexandraki et al., 2006;
Hotamisligil, 2006).

Existen datos previos sobre la capacidad de las citoquinas pro-inflamatorias, como
gue TNF-a, IL-1B e IL-6, para producir disfuncion endotelial (Vila y Salaices, 2005;
Sprague y Khalil, 2009). En microvasos mesentéricos de rata, la administracion de IL-1(
puede producir una marcada alteracién de la vasodilatacién endotelial (Briones et al,
2005; Jiménez-Altayé, 2006), o no presentar apenas efectos significativos

(Wimalasundera et al, 2003). Posiblemente, este sea un efecto dependiente de la



concentracion de IL-1p utilizada por estos autores. En el presente trabajo experimental,
se ensayO0 un rango de concentraciones de IL-1p de entre 1 y 10 ng/ml. A la
concentracion mas baja (1 ng/ml), similar a la empleada por Wimalasundera et al. (2003),
no se observaron cambios respecto de la relajacion endotelio-dependiente obtenida en
situacion control. Concentraciones superiores (2,5, 5y 10 ng/ml) produjeron un creciente
deterioro de las respuestas vasodilatadoras segun la concentracion de citoquina utilizada.
La maxima concentracion empleada (10 ng/ml) indujo una marcada disfuncion endotelial,
similar a la descrita previamente por otros autores (Briones et al, 2005; Jiménez-Altay6 et
al, 2006). La alteracién de la funcion vascular fue especificamente endotelial, ya que
ninguna de las concentraciones de IL-1B utilizadas modific6 las respuestas
vasodilatadoras independientes del endotelio producidas por NPS.

Un aspecto interesante de nuestra investigacion ha sido el tiempo de incubacién
con IL-1B necesario para producir disfuncion endotelial. Algunos autores utilizan periodos
de incubacion prolongados (14 h), por lo que la disfuncién endotelial observada se explica
por un desarrollo completo de la respuesta inflamatoria, incluyendo el aumento en la
expresion de enzimas pro-inflamatorias, como iINOS y COX (Briones et al, 2005; Jiménez-
Altay6 et al, 2006). En otro trabajo, sin embargo, periodos mucho mas cortos de
estimulacién con una citoquina (30 min) producen una disfuncidn endotelial significativa,
lo que sugiere la participacién de mecanismos de sefializacion mucho mas tempranos,
gue no requieren la sintesis de nuevas proteinas (Wimalasundera et al, 2003). Nuestros
resultados, obtenidos incubando los microvasos mesentéricos de rata durante un periodo
relativamente breve (2 h), indican también este tipo de sefalizacion temprana. Ademas,
para confirmar este punto, se realizaron experimentos incubando los segmentos
vasculares con 2,5 ng/ml de IL-1p durante 30 min, lo que produjo resultados similares a
los observados con 2 h de incubacion, reforzando aun méas el posible papel de los
mecanismos tempranos de sefializacién en el desarrollo de la disfuncién endotelial.

Otro hecho relevante de nuestra investigacion fue la capacidad de la D-glucosa



extracelular para potenciar las respuestas inducidas por IL-13. Como se ha indicado
anteriormente, las concentraciones elevadas de D-glucosa en el medio no modificaron las
respuestas vasodilatadoras dependientes del endotelio. Tampoco alteraron las
respuestas observadas en presencia de concentraciones sub-umbrales de IL-1p (1 ng/ml)
ni las obtenidas en presencia de concentraciones maximas (10 ng/ml). Sin embargo, la
disfuncion endotelial producida por concentraciones de 2,5 y 5 ng/ml de IL-1B en un
medio con 5,5 mM de D-glucosa se incrementd significativamente cuando la D-glucosa
extracelular aumento a 22 mM.

Estos resultados confirman datos previos de nuestro grupo en cultivos celulares
de musculo liso y endotelio vascular humano que demuestran que las respuestas
inflamatorias inducidas por IL-13 se potencian en presencia de concentraciones altas de
D-glucosa, aunque la D-glucosa por si misma no tiene efectos inflamatorios (Lafuente et
al, 2008; Azcutia et al, 2010). Asimismo, la elevacion de la D-glucosa potencia el
rodamiento, la adhesion y la migracién leucocitarias producidas por IL-1B y observada
mediante microscopia intravital en microvasos mesentéricos de rata, aunque no es capaz
de hacerlo por si misma (Azcutia et al, 2010). Junto con los resultados del presente
trabajo, estos datos apoyan la hipo6tesis de que la D-glucosa puede tener un papel
modulador muy importante en el dafio vascular, al aumentar los efectos inducidos por
otros factores pro-inflamatorios. Posiblemente, también pueden explicar las discrepancias
descritas en distintos trabajos sobre la capacidad de la D-glucosa para producir dafio
vascular. Es decir, nosotros pensamos que la disfuncidon endotelial o el dafio vascular en
respuesta directa a la hiperglucemia ocurre sélo en vasos ya inflamados por un estimulo
previo o concomitante, como ocurre en el caso de la IL-13. Como apoyo adicional a esta
hipotesis esta el hecho de que la administracion de anakinra, un antagonista competitivo
recombinante para los receptores para IL-1, no solo bloquedé de manera concentracion-
dependiente la disfuncién endotelial producida por IL-13, sino que también abolié por

completo la potenciacién de esta disfuncion observada en 22 mM de D-glucosa



extracelular.

Respecto de los mecanismos activados por la IL-1p y que pueden ser responsables
del deterioro de la funcién endotelial, se ha propuesto que la citoquina aumenta la
produccion de O, capaces de inactivar el ON endotelial (Jiménez-Altayé et al, 2006).
Nuestros datos apoyan un papel para los ROS en la disfuncién endotelial, ya que el
tratamiento de los vasos con el barredor de O’ tempol revirtid significativamente los
efectos de la citoquina sobre la funcion endotelial. Por el contrario, ni la inhibicién de la
COX con indometacina ni el blogueo de la INOS con 1400W mejoraron la disfuncion
endotelial, lo que indica un escaso papel para estas enzimas. En este sentido, la mayor
expresion de COX e iNOS inducida por IL-1B en estos vasos ha sido descrita con
periodos de tratamiento con la citoquina mas prolongados (Briones et al, 2005).

Existe evidencia creciente sobre la participacion de la enzima NADPH-oxidasa,
como fuente principal de O’z en el aumento del estrés oxidativo vascular asociado a la
DM, asi como a otras enfermedades vasculares que tienen un sustrato inflamatorio
(Guzik et al, 2000; Guzik et al, 2002; Gao y Mann, 2009; Csanyi et al, 2009; Lassegue &
Griendling, 2010). La produccion de O, dependiente de NADPH-oxidasa conduce a su
vez a otros mecanismos pro-oxidantes, como la oxidacién de BH, y el desacoplamiento
de las sintasas de 6xido nitrico, con la consiguiente produccién de peroxinitrito (Kuzkaya
et al. 2003).

Es interesante destacar que la respuesta inflamatoria vascular producida por
citoquinas como IL-1B y TNF-a estd mediada por el aumento de la actividad de esta
enzima, que cataliza la transferencia de electrones desde el NADPH al oxigeno
molecular, generando O, y peréxido de hidrogeno (Kaur et al, 2004; Miller et al, 2007;
Gao y Mann, 2009; Selemidis et al, 2009). Ademas, este es un paso crucial en células
vasculares para activar el factor de transcripcion NF-xB por IL-1B, lo que requiere la
endocitosis del complejo citoquina/citoquina-receptor y la formacion de endosomas de

sefalizaciébn que contienen la isoforma activada de la NADPH-oxidasa Nox-1; el O



resultante se transforma en perdxido de hidrogeno, pasa al citoplasma e induce la
translocacion del NF-xB (Miller et al, 2007; Lasségue & Griendling, 2010).

En el presente trabajo, la actividad de la enzima NADPH-oxidas se estudié en
células HUVEC cultivadas y en homogenados de microvasos mesentéricos de rata. En
ambos casos, las preparaciones fueron sometidas a una estimulaciéon con 2,5 ng/ml de
IL-18 durante 30 min. Con este abordaje experimental, se observé una incremento
significativo de la actividad de la enzima sobre sus niveles basales, tanto en HUVEC
como en microvasos mesentéricos, que fue sensible al bloqueo de los receptores para IL-
1 con anakinra, asi como a la accién de la apocinina, un farmaco inhibidor de la NADPH
oxidasa (Riganti et al, 2008). Cuando los experimentos se realizaron en un medio con 22
mM de D-glucosa, la actividad basal de la NADPH-oxidasa no se modific6 de forma
significativa, mientras que la activacion inducida por IL-1p se potencio claramente, en una
respuesta asimismo sensible a anakinra y apocinina. Estos resultados parecen sugerir
gue la interaccion entre la D-glucosa y la IL-1B implica una mayor activacién de la
NADPH-oxidasa y, previsiblemente, a un incremento del consiguiente estrés oxidativo.

Los resultados sobre la medida de la actividad enzimética de la NADPH-oxidasa
se correspondian con las respectivas respuestas vasoactivas. Como ya se ha descrito, la
disfuncion endotelial producida por IL-1B, potenciada en presencia de 22 mM de D-
glucosa, resultaba bloqueada en todos los casos por anakinra. Ademas, el tratamiento
con el inhibidor de la NADPH-oxidasa apocinina reducia sensiblemente la disfuncion
endotelial originada por la citoquina, tanto en un medio con D-glucosa normal como en un
medio con niveles altos del monosacarido. Por tanto, nuestros datos sugieren claramente
gue el mecanismo por el que la IL-1p produce disfuncion endotelial implica la activacion
de la enzima NADPH-oxidasa, la subsecuente produccion de O, y el desencadenamiento
de los consiguientes procesos oxidativos ya mencionados. En este sentido, nuestros

datos discrepan con resultados previos que sugieren un papel predominante para la



enzima xantino-oxidasa en la disfuncién endotelial producida por la IL-1 (Jiménez-Altayo
et al, 2006).

La provision de NADPH necesaria para la produccién de O, por la NADPH-oxidasa
requiere la activacion de la ruta de las pentosas fosfato que incluye, entre otras, la
enzima G6PD (Gao y Mann, 2003; Selemidis et al, 2009). Esta enzima ha sido también
implicada en procesos fisiopatolégicos cardiovasculares y se ha propuesto que puede
tener un papel vasoactivo relevante (Gupte et al, 2011). De hecho, la reduccién de
NADPH secundaria a la inhibicion de la ruta de las pentosas con 6-ANAM tiene efecto
vasodilatador en aorta y arteria pulmonar de rata (Gupte et al, 2002). En el presente
trabajo, el bloqueo de la G6PD con 6-ANAM abolié el aumento de la actividad de la
NADPH-oxidasa inducido por IL-13, de forma similar a lo observado con anakinra y
apocinina, tanto en cultivos de células endoteliales como en preparados de microvasos
mesentéricos de rata. Una explicacién razonable para este hallazgo es que la inhibicién
de la ruta de las pentosas fosfato puede reducir el aporte de NADPH necesario para la
actividad de la enzima, lo que ocurre tanto en D-glucosa normal como en presencia de
altas concentraciones del monosacarido. Reforzando esta hipétesis, la disfuncion
endotelial originada por la IL-1B mejor6 de forma muy significativa en microvasos
mesentéricos tratados con 6-ANAM, asimismo en presencia de niveles normales o altos

de D-glucosa.



Papel de la IL-18en la disfuncion endotelial diabética.

En esta segunda parte del trabajo se empled un modelo temprano de diabetes tipo
I, inducido mediante la administracién de estreptozotocina, para estudiar la disfuncion
endotelial asociada a la DM. La presencia de disfuncion endotelial en este modelo
experimental ha sido descrita desde hace afios, tanto en vasos de conductancia como en
arterias de resistencia (Fortes et al, 1983; Kiff et al, 1991; Lash y Bohlen, 1991;
Rodriguez-Mafias et al, 1998; Angulo et al, 1998). El desarrollo de disfunciéon endotelial
requiere un tiempo de evolucién de la enfermedad de al menos 8-11 dias, segun algunos
autores (Lash y Bohlen, 1991), mientras que en trabajos previos de nuestro laboratorio se
observa un deterioro de las relajaciones dependientes de endotelio a partir de la
segunda semana de la induccién de la DM (Vallejo et al, 2000; Rodriguez-Mafas et al,
2003). Es interesante resaltar el hecho de que a los siete dias de la administraciéon de la
estreptozotocina todavia no se obtienen madificaciones significativas de las respuestas
vasodilatadoras endotelio-dependientes, ni en aorta ni en microvasos mesentéricos, a
pesar de que los animales presentan unos niveles de hiperglucemia muy elevados
(Rodriguez-Manas et al, 2003). En el presente trabajo obtuvimos resultados analogos, de
modo que los animales diabéticos presentaron una disfuncion endotelial significativa a
partir de la segunda semana de evolucion de la enfermedad, por lo que éste fue el
protocolo que se utilizo para el resto de los experimentos. En los microvasos
mesentéricos procedentes de estos animales, la disfuncién endotelial no se modificé por
el aumento de la concentracion extracelular de D-glucosa en el momento del
experimento.

Por otra parte, se comprobé también que el aumento del estrés oxidativo es uno
de los mecanismos productores de disfuncion endotelial asociada a la diabetes, ya que el
barredor de O, tempol produjo una reversion parcial de la alteracion endotelial, al igual
gue se ha demostrado previamente con otros agentes antioxidantes (Rodriguez-Mafias et

al, 1998; Angulo et al, 1998; Vallejo et al, 2000). Por el contrario, la inhibicion de COX o



iINOS no produjo efectos significativos, lo que sugiere que estas enzimas no tienen un
papel relevante como mediadoras de la disfuncién endotelial diabética, al menos en este
modelo experimental.

Como se ha indicado anteriormente, hay evidencia clara de que la actividad de la
enzima NADPH-oxidasa, a través de la produccion de O, tiene un papel relevante en el
aumento del estrés oxidativo vascular asociado a la DM (Guzik et al, 2000; Guzik et al,
2002; Gao y Mann, 2009; Csanyi et al, 2009; Lassegue & Griendling, 2010). Nuestros
datos corroboran estos trabajos previos, ya que los homogenados procedentes de
microvasos mesentéricos de rata diabética con dos semanas de evolucién presentaron
un marcado incremento en la actividad NADPH-oxidasa, que se abolié por completo tras
el tratamiento con apocinina. Asimismo, la inhibicién de la ruta de las pentosas con 6-
ANAM inhibi6 la actividad enzimatica, presumiblemente, como antes se ha indicado, al
bloquear el aporte de NADPH requerido para dicha actividad. El papel funcional de la
NADPH-oxidasa en la disfuncion endotelial diabética se confirmd también
experimentalmente, ya que la apocinina produjo una mejoria significativa de las
relajaciones endotelio-dependientes inducidas por ACh en los microvasos mesentéricos
de estos animales.

La capacidad de la apocinina para inhibir la actividad NADPH-oxidasa y revertir la
disfuncion endotelial se ha descrito tanto en vasos humanos como procedentes de
modelos experimentales de hipertension (Hamilton et al, 2002). De hecho, estudios
recientes demuestran que el tratamiento in vivo con apocinina en ratas hipertensas
produce una disminucion en la presién sanguinea y en la produccion de O, (Ciarcia et al,
2010). También se ha descrito la disminucién de la actividad NADPH-oxidasa y la mejoria
de la disfuncion endotelial en respuesta a apocinina en diferentes modelos
experimentales de DM, incluyendo tanto modelos genéticos (Zhang et al, 2008; Zhang et
al, 2009), como el de DM inducida por estreptozotocina utilizado en el presente trabajo

(L6pez-Lépez et al, 2008; Olukman et al, 2010; Serizawa et al, 2011; Oelze et al, 2011).



Las semejanzas entre la disfuncion endotelial observada en el modelo de DM
inducida por estreptozotocina y la originada por la IL-18 en microvasos mesentéricas de
ratas controles nos llevé a sugerir una posible participacién de esta citoquina en la
alteracion de las relajaciones dependientes del endotelio observadas en el modelo
diabético. En este sentido, el papel de las citoquinas pro-inflamatorias como mediadoras
de dafio vascular asociado e enfermedades metabdlicas ha sido propuesto anteriormente
(Raine y Ferri, 2005; Zhang et al, 2009), aunque la mayor parte de los trabajos se refieren
al posible efecto del TNF-a, asociado al sindrome metabdlico y la DM tipo 2, como
inductor de disfuncion endotelial (Rask-Masden et al, 2003; Picchi et al, 2006; Gao et al,
2007). La IL-1B, por su parte, se ha relacionado con la alteracion funcional y la apoptosis
de las células B pancreéticas de pacientes con DM tipo 2 (Donath et al, 2008). También
se ha observado que el tratamiento a largo plazo con IL-1p o TNF-a es capaz de inducir
resistencia a insulina en adipocitos de raton y humanos (Houstis et al., 2006).

Se ha propuesto que los niveles circulantes de citoquinas pro-inflamatorias, como
IL-1B, se encuentran elevados en modelos animales de diabetes (ElI-Seweidy et al., 2002)
y en pacientes diabéticos (Pickup et al., 2000; Arnalich et al., 2000; Erbagci et al., 2001,
Moriwaki et al., 2003). En pacientes con DM tipo 2 se ha descrito un incremento en la
liberacion de estas citoquinas, especialmente TNF-o, durante la hiperglucemia
postprandial (Esposito et al., 2002; Nappo, 2002; Esposito et al, 2007). Sin embargo,
otros grupos no obtienen diferencias significativas en los niveles de TNF-a 0 IL-1p en
sujetos con DM (Mooradian et al, 1991). También hay varios trabajos que no consiguen
detectar incrementos significativos en los niveles plasméticos de TNF-a (Fidan et al,
2005) o IL-1B (Yazar et al, 2011) en ratas con diabetes inducida por estreptozotocina, lo
gue concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo, en los que la evolucién de la
enfermedad durante dos semanas no aumentd los niveles plasmaticos de estas

citoquinas.



A pesar de ello, el tratamiento de las ratas diabéticas con anakinra, un antagonista
de los receptores para IL-1, tuvo consecuencias relevantes sobre la disfunciéon endotelial
en microvasos mesentéricos aislados de estos animales. Un grupo de ratas diabéticas
recibié una dosis de 100 mg/Kg/dia durante los tres dias previos a la realizacion de los
experimentos. En los microvasos mesentéricos procedentes de estos animales, se
observo una reversion, claramente significativa pero parcial, de la disfuncion endotelial,
aunque los niveles de citoquinas plasmaticas no se alteraron de manera significativa. La
mejoria de la funcién endotelial no se incrementd al aumentar la duracién del tratamiento
a los siete dias previos al sacrificio, mientras que cuando la dosis de anakinra se
incremento6 hasta 160 mg/Kg/dia, la reversion de la disfuncion endotelial fue completa, ya
que los segmentos vasculares ensayados presentaron unas repuestas vasodilatadoras
endotelio-dependientes similares a las obtenidas en el grupo de animales controles. En
estas condiciones experimentales, los niveles circulantes de IL-13 o TNF-a se redujeron
de forma significativa. Ademas, en los microvasos procedentes de los animales tratados
con 160 mg/Kg/dia de anakinra, la actividad NADPH-oxidasa era similar a la observada
en los controles, de modo que el bloqueo de la esta enzima con apocinina o la inhibicion
de la G6PD con 6-ANAM no producia ningun efecto adicional.

En definitiva, nuestros resultados indicaron claramente un papel relevante para
citoquinas pro-inflamatorias, de tipo de la IL-1B, en la disfuncién endotelial diabética, al
menos en el modelo de DM inducida por estreptozotocina de corta evolucion.
Posiblemente, el efecto de anakinra sobre la disfuncion endotelial se pueda explicar tanto
por una accion local, antagonizando los efectos inflamatorios directos de la IL-13 sobre la
pared vascular, como por una accion antiinflamatoria sistémica, ya que los niveles
plasmaticos de IL-1B, pero también de TNF-a, se redujeron por debajo de los valores
observados en los animales controles.

En los dltimos afios han aparecido diversos trabajos analizando el papel de los

antagonistas de los receptores para IL-1 en el tratamiento de la diabetes mellitus. En este



sentido, se ha descrito que anakinra mejora la glucemia y la funcién de las células j-
pancreaticas en pacientes con DM tipo 2, asi como en modelos animales (Larsen et al,
2007; Schwarznau et al, 2009; Larsen et al, 2009). Ademas, en modelos experimentales
de DM tipo 2 y obesidad, se ha demostrado que el bloqueo de los receptores para IL-1
mejora la homeostasis de la glucosa y reduce la inflamacion tisular (Sauter et al, 2008;
McGillicuddy et al, 2009; Ehses et al, 2009). También se ha descrito que anakinra mejora
las alteraciones de la funcidon cardiaca y vascular asociadas a la inflamacion
cardiovascular (Crossman et al, 2008; Ikonomidis et al, 2008). Nuestros datos indican que
su accién antiinflamatoria puede asimismo mejorar la disfuncion endotelial diabética, que
se revela como una alteracion estrechamente relacionada con la inflamacion.

En conclusidn, el presente trabajo sugiere un papel limitado para la hiperglucemia
como responsable directo de la disfuncion endotelial diabética, como ya hemos
demostrado previamente para los mecanismos inflamatorios vasculares (Lafuente et al,
2008; Azcutia et al, 2010). Por el contrario, este trabajo apoya la idea de que la
hiperglucemia sélo promueve el desarrollo de vasculopatia diabética al potenciar una
reaccion inflamatoria ya establecida, siendo esta inflamacién previa un factor crucial en el
desarrollo de la DM (Pradhan et al, 2001). Desde un punto de vista terapéutico, emerge
un concepto potencialmente importante; ademas de controlar la hiperglucemia, la
necesidad de reducir la inflamacién crénica a nivel sistémico y/o vascular puede tener
gran relevancia a la hora de tratar la diabetes mellitus y prevenir sus complicaciones
(Dilley y Little, 2008). En este contexto, aquellas aproximaciones dirigidas a reducir la
inflamacién sistémica, mediante farmacos, ejercicio fisico o dieta (Kasapis y Thompson,
2005), pueden proporcionar un beneficio incrementado para prevenir los eventos
cardiovasculares asociados a la diabetes mellitus. Desde el punto de vista estrictamente
farmacoldgico, los bloqueantes de los receptores para IL-1 constituyen un abordaje

sumamente interesante para prevenir y/o tratar la vasculopatia diabética, por lo que es



previsible que tengan un importante desarrollo en los proximos afos (Larsen et al, 2007;

Donath y Mandrup-Poulsen, 2009; Maedler et al, 2011).



CONCLUSIONES

El objetivo principal de este trabajo ha sido analizar el papel especifico que
desempefian la glucosa extracelular y la IL-1p sobre el desarrollo de disfuncion
endotelial asociada a la diabetes mellitus, asi como analizar los posibles mecanismos
implicados y la interaccion entre inflamacidon e hiperglucemia. Las principales
conclusiones obtenidas en este trabajo han sido:

1. El mero aumento de las concentraciones extracelulares de D-glucosa no es
suficiente para inducir un deterioro en las relajaciones dependientes de endotelio
producidas por ACh en microvasos mesentéricos de rata Spargue-Dawley.

2. La pre-incubacién de los vasos con la citoquina pro-inflamatoria IL-13 durante 30
min 6 2 h produce disfuncién endotelial en la vasculatura mesentérica de rata de
manera concentracion-dependiente. Estos efectos son potenciados por un
aumento de las concentraciones extracelulares de D-glucosa, sugiriendo que la
hiperglucemia modula la alteracion de la funcion endotelial inducida por la IL-18.

3. El tratamiento de los microvasos mesentéricos de rata con el antagonista
recombinante del receptor de IL-1, anakinra (AK), produce un bloqueo
concentracion dependiente de la disfuncion endotelial causada por IL-1p, tanto en
un medio con D-glucosa normal como en presencia de concentraciones elevadas
de la misma.

4. La disfuncién endotelial inducida por IL-1B, asi como su potenciacion en presencia
de alta D-glucosa, esta relacionada con un aumento de la actividad de la enzima
NADPH-oxidasa, medida mediante estudios de quimioluminiscencia por lucigenina,
capaz de producir O, e interferir con las relajaciones endotelio-dependientes
mediadas por el ON. En este sentido, la disfuncién endotelial por IL-13 mejora con
tempol, un barredor de O, con el bloqueo de la NADPH-oxidasa con apocinina y
mediante la inhibicion de la ruta de las pentosas fosfato (necesaria para el

suministro de NADPH) con 6-ANAM.
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5. En el modelo de diabetes experimental por la administracion intraperitoneal de
estreptozotocina, se produce un deterioro de la relajaciébn endotelio-dependiente
inducida por ACh transcurridas dos semanas de evolucién de la enfermedad.

6. La disfuncion endotelial observada en estas ratas estd mediada por un aumento
del estrés oxidativo asociado a la activacion de la enzima NADPH-oxidasa, medida
mediante estudios de quimioluminiscencia por lucigenina. Al igual que ocurre con
la alteracion de la funcion endotelial originada por IL-1p, la disfuncién endotelial
diabética mejora con tempol, un barredor de O’ con el bloqueo de la NADPH-
oxidasa con apocinina y mediante la inhibicién de la ruta de las pentosas fosfato
(necesaria para el suministro de NADPH) con 6-ANAM.

7. En este modelo agudo de diabetes experimental, la funcién endotelial de los
microvasos mesentéricos se restaura por completo mediante el tratamiento de los
animales con el antagonista competitivo de los receptores para IL-1, anakinra. La
mejoria de la funcién endotelial se asocia a una inhibicién de la actividad NADPH-
oxidasa en los vasos obtenidos de los animales tratados. Por tanto, la citoquina
pro-inflamatoria IL-1 puede tener un papel relevante en la disfuncion endotelial
asociada a la diabetes mellitus, aunque sus niveles plasmaticos no se incrementan
significativamente en los animales diabéticos.

En conjunto, estos hallazgos indican que la hiperglucemia por si sola no es
suficiente para producir directamente disfuncién endotelial, aunque puede exacerbar
los efectos de una respuesta inflamatoria en curso, producida por citoquinas del tipo
de la IL-1B, que podrian estar mediando la disfuncion endotelial asociada a la diabetes
mellitus, del mismo modo que participan en distintos procesos inflamatorios
relacionados con la enfermedad. El mecanismo activado por estas citoquinas puede
ser la enzima NADPH-oxidasa vascular, con el consiguiente aumento en la produccion
de O%. Finalmente, este trabajo sugiere que las aproximaciones terapéuticas para el

tratamiento de la vasculopatia diabética deberian no sélo disminuir la hiperglucemia,
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sino también reducir el ambiente pro-inflamatorio vascular. En este sentido, los

antagonistas de los receptores para IL-1 constituyen una prometedora posibilidad.
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CONCLUSIONS
The main objective of this study has been to analyze the specific role of extracellular
glucose and the IL-1p on the development of diabetic endothelial dysfunction, as well
as to analyze the possible mechanisms involved and the interaction between
inflammation and hyperglycemia. The main conclusions obtained in this work are:
1. The mere increase of extracellular D-glucose concentrations is not sufficient to
induce an impairment of the endothelium-dependent relaxations produced by ACh in
mesenteric microvessels of Spargue-Dawley rats.
2. The pre-incubation of rat mesenteric microvessels with the pro-inflammatory
cytokine IL-18 during 30 min or 2 h produces endothelial dysfunction in a
concentration-dependent manner. These effects are potentiated after increasing the
extracellular concentrations of D-glucose, suggesting that the hyperglycemia
modulates the alteration of the endothelial function induced by IL-1p.
3. The incubation of the rat mesenteric microvessels with the recombinant IL-1
receptor antagonist, anakinra (AK), produces a concentration-dependent recovery of
the endothelial dysfunction caused by IL-18, both in normal D-glucose medium as in
the presence of high concentrations of the hexose.
4. The endothelial dysfunction induced by IL-1f3, as well as its enhancement by high D-
glucose, is associated with an increase of the NADPH-oxidase enzymatic activity,
measured by lucigenin chemiluminescence, which can produce O, that interferes with
the endothelium-dependent relaxations mediated by NO. Moreover, the endothelial
dysfunction by IL-1p is improved by treating the vessels with the O’, scavenger tempol
or the NADPH-oxidase inhibitor apocynin, and by inhibiting the pentose phosphate
pathway (necessary for the supply of NADPH) with 6-ANAM.
5. In the experimental model of diabetes mellitus induced by the intraperitoneal
administration of streptozotocin, an impairment of the endothelium-dependent

relaxation induced by ACh is produced after two weeks of evolution of the disease.
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6. The endothelial dysfunction observed in these rats is mediated by an increase of
the oxidative stress associated to the activation of the NADPH-oxidase enzyme,
measured by lucigenin chemiluminescence studies. As occurs with the alteration of the
endothelial function caused by IL-1pB, the diabetic endothelial dysfunction is improved
by treating the vessels with the O, scavenger tempol or the NADPH-oxidase inhibitor
apocynin, and by inhibiting the pentose phosphate pathway (necessary for the supply
of NADPH) with 6-ANAM.

7. In this acute model of experimental diabetes, the endothelial function of the
mesenteric microvessels is restored by the treatment of the animals with the
competitive antagonist of the IL-1 receptors, anakinra. The improvement of the
endothelial function was associated to the inhibition of the NADPH-oxidase activity in
the vessels obtained of these treated animals. Therefore, the pro-inflammatory
cytokine IL-1p can have a relevant role in the endothelial dysfunction associated to the
diabetes mellitus, although its plasmatic levels are not significantly increased in the
diabetic animals.

Taking together, these findings indicate that hyperglycemia by itself is not
sufficient to directly produce endothelial dysfunction, although it can potentiate the
effects of an ongoing inflammatory response, produced by cytokines like IL-1, which
could be mediating the endothelial dysfunction associated to the diabetes mellitus, in
the same way that occurs in different inflammatory processes related to the disease.
The mechanism activated by these cytokines can be the vascular NADPH-oxidase
enzyme, with the consequent increase in the production of O’ Finally, this study
suggests that the therapeutic approaches for the treatment of the diabetic vasculopathy
should not only diminish the hyperglycemia, but also reduce the vascular pro-
inflammatory environment. The antagonists of the receptors for IL-1 seem to be a

promising possibility.
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