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INTRODUCCION



1. INTRODUCCION AL TEMA DE INSULINA E HIPERTENSION

ARTERIAL

En los ultimos anos se ha generado mucho interés en la hipétesis de que la
resistencia insulinica y la hiperinsulinemia podrian contribuir a la patogénesis de
la hipertension arterial (1-7). En un estudio epidemiologico de 1985, Modan y col.
(1) informaron que pacientes con hipertension presentaban niveles postprandiales
de insulina mas elevados que los de pacientes normotensos, independientemente
de la obesidad o la intolerancia a la glucosa. De alli en mas, se han realizado nu-
merosos estudios sobre la asociacion insulina-hipertension arterial (se encuentran
listados en los trabajos de revision de T.Baba y col.(2), W.P.Meehan y col. (3) y
M.Epstein y col.(4)). De ellos surge que la insulina es capaz de modificar meca-
nismos fisiolégicos que podrian conducir tanto a un aumento como a una dismi-
nucién de la presién arterial. Describiremos en primer término estos efectos de la
insulina y luego resumiremos el estado actual de tres enfoques con los cuales se
puede analizar la relacion entre insulina e hipertension arterial: (1) estudios epi-
demiolégicos, (2) estudios in vivo de efectos de la insulina sobre la presién arterial
y el tono vascular y (3) estudios in vitro de efectos de la insulina sobre el musculo

liso vascular.

1.1 MECANISMOS POR LOS CUALES LA INSULINA PUEDE CAUSAR

HIPERTENSION ARTERIAL

(a) Estimulacién del sistema nervioso simpatico:

La insulina aumenta la actividad del sistema nervioso simpatico (SNS) en



forma indirecta a través de la hipoglucemia, pero también a través de mecanismos
independientes de la glucemia, como ha sido demostrado en experimentos con
infusién simultanea de insulina y glucosa (clamp euglucémico) (2,3,5). Rowe y col.
(8) propusieron que esto es asi porque la infusién de la hormona en humanos
aumenta los niveles plasmaticos de noradrenalina a concentraciones plasmaticas
de glucosa constantes. En este estudio también se registraron aumentos de la
frecuencia cardiaca y de la presion arterial. Sin embargo la teoria de que la hipe-
rinsulinemia produce hipertension a través de la activacion del SNS ha sido obje-
tada por los niveles extremos de insulinemia (600 mU/ml) a los cuales se demos-
tré hipertension (8). Resultados recientes confirmaron que la activacién simpatica
se da aun con dosis fisiolégicas de insulina (70-150 pU/ml), pero sin aumentos
simultaneos en la presion arterial (2,3,9,10), e incluso se demostré una pequena
disminucién en la presién diastélica en individuos normotensos (10). Esto cuestio-
na la hipétesis de produccién de hipertensién por la insulina debida a hiperactivi-
dad simpatica, aunque se debe hacer notar que una hiperinsulinemia crénica, no
aguda como la de los estudios descriptos, podria activar el SNS y causar hiper-
tension (2,3,9,10). Sin embargo, se ha visto que la hiperinsulinemia crénica en

perros conscientes no produce hipertension arterial (11).

(b) Retencién renal de sodio:

Estudios en humanos (12), perros (13) y ratas (14) han demostrado una ac-
cion antinatriurética de la insulina. Se cree que esta hormona tiene un efecto di-
recto sobre los tubulos renales, aunque aun es discutido el sitio exacto de accién
en el nefrén (12,14). El aumento en el Na* corporal total, debido a la retencién
renal de Na* generada por la hiperinsulinemia, conduciria a hipertension arterial

por expansion del volumen intravascular. Esta teoria supone que los efectos re-



nales de insulina no se ven afectados por la insulinorresistencia.

Hay resultados en contra de esta propuesta que muestran que niveles ba-
sales de insulina ya tienen efectos antinatriuréticos maximos (15). También se ha
descripto que la hiperinsulinemia crénica en perros produce retencion de Na* pero
no aumento de la presion arterial (16); esto ultimo podria explicarse porque la re-
tencion de Na* estimula la liberacién de factor natriurético auricular, y se ha pro-
puesto que en humanos esto no permitiria la manifestacion de los efectos renales

de la insulina (17).

(c) Hipertrofia del musculo liso vascular:

La insulina es un potente mitégeno y factor de crecimiento (18), actuando
tanto a través de sus propios receptores, como a través de receptores de otros
factores de crecimiento (por ejemplo el factor de crecimiento insulinosimil, IGF)), lo
que le permitiria actuar aun en estados de resistencia insulinica (3). El aumento
del espesor de la capa intima y media de los vasos, secundario a una hiperinsuli-
nemia prolongada, disminuiria la luz del vaso produciendo hipertension por au-
mento de la resistencia vascular (3,19). Se postula que este mecanismo, junto con
la aceleracion de la aterogénesis y de la glicosilacion de proteinas de la pared
vascular, son factores importantes en la generacion de hipertension en los pa-

cientes con diabetes de tipo Il (4).

(d) Efectos sobre el intercambio Na*/H" :

La insulina estimula la actividad del intercambiador Na*/H* (3,4,20). Como
resultado de este efecto se produce alcalinizacién y aumento del Na* intracelular.
La alcalinizacion promueve el crecimiento celular y puede conducir a un aumento

de la capa de musculo liso de los vasos (3). El aumento del Na* intracelular dis-
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minuye la extrusion de Ca?* por via del intercambiador Na*/Ca®* y aumenta el
Ca®* citosdlico en las células de musculo liso vascular (21). Ambos efectos, en-
grosamiento de la pared vascular y elevacion del Ca** en los miocitos de la mis-
ma, aumentarian la resistencia vascular. Por otra parte el aumento del Na* en el
citosol de las células del musculo liso vascular lo sensibiliza a agentes presores
como noradrenalina y angiotensina 1l (22).

A nivel de los tubulos renales el aumento de la actividad del intercambiador
Na'/H" generaria una mayor retencion de Na*, otro factor mas para aumentar la
presién arterial (3).

Como marcador de la actividad del intercambiador Na*/H* se utiliza la me-
dida del intercambio Na®/Li* en eritrocitos (23). En pacientes con hipertension
esencial se ha detectado mayor actividad de este intercambio (23), pero no se

hallé un aumento en pacientes con diabetes asociada a hiperinsulinemia (24).

(e) Efectos sobre productos endoteliales:

La insulina aumenta la liberacion de endotelina por células endoteliales
(25), y la hiperinsulinemia es un estimulo in vivo para generar aumentos en la en-
dotelina circulante (26). Ademas, en células musculares lisas en cultivo, se obser-
vo que la insulina es capaz de incrementar la respuesta mitogénica debida a la
endotelina (27). Se ha demostrado también que la preincubacion de células en
cultivo derivadas de aorta de rata con dosis altas de insulina genera un aumento
en la expresion de RNAm de receptores ETx para endotelina, y esto se acompainia
de un aumento en la respuesta transitoria de Ca** inducida por este agonista (28).
Todos estos efectos convergerian a aumentar el tono vascular. Se debe hacer
notar, sin embargo, que también hay estudios en los que se demostré que el tra-

tamiento agudo con insulina produce una atenuacion del aumento del Ca®* citoso-



lico inducido por ET4 (29).

1.2 MECANISMOS POR LOS CUALES LA INSULINA PUEDE CAUSAR

HIPOTENSION ARTERIAL

(a) Efectos sobre el endotelio:

La insulina puede causar vasodilatacion a través de liberacion de factores
endoteliales (6,30,31). Hay abundante evidencia de que uno de ellos es 6xido ni-
trico (NO) (6,30-32), pero también se sabe que la insulina es capaz de liberar
otros factores relajantes, como las prostaglandinas (33). No se puede descartar la
posibilidad de que inhiba la liberacién de factores vasoconstrictores endoteliales
como los tromboxanos. Se ha visto que los efectos de la insulina sobre el endote-
lio son distintos segun el tipo de vaso considerado (30).

La insulina también afectaria la funcion de los receptores adrenérgicos. La
infusion de insulina en perros produce vasodilatacién en el musculo esquelético
que es inhibida con el bloqueante B-adrenérgico propranolol (34). Hallazgos simi-
lares se han descripto en humanos (35). Este efecto vasodilatador dependiente de
los receptores B seria mediado por endotelio ya que en anillos de aorta de rata
contraidos con fenilefrina (36) la insulina aumenta la relajacion 3-adrenérgica sélo
si el endotelio se halla intacto. Como la insulina no afecté la respuesta pB-
adrenérgica en aortas de ratas hipertensas espontaneas (SHR) se asume que
esta cepa posee una disfuncion endotelial con deterioro de su capacidad relajante

(36).

(b) Estimulacion de la Na*/K*-ATPasa:

Se sabe que la insulina estimula la actividad de la bomba de Na* y K* en



varios tejidos (37). El aumento de actividad de esta bomba produce relajacion del
musculo liso, ya que por un lado lo hiperpolariza y, por otro lado, al disminuir el
Na* intracelular estimula la extrusion del Ca?* citosélico por via del intercambiador
Na*/Ca?*. Ambos efectos favorecen la relajacion vascular.

Blaustein (21,38) ha propuesto una disminuciéon en la actividad de la
Na'/K*-ATPasa como mecanismo generador de hipertensién. La falta de insulina
o la resistencia insulinica podrian conducir a la supresion de su efecto estimulante
sobre la Na*/K* ATPasa. En este sentido se demostrd en ratas diabéticas una
disminucién tanto en la expresién de la bomba (medida como cantidad de su

ARNmM) asi como en su actividad (39).

(c) Activacién de Ca®*-ATPasas:

La actividad de las bombas Ca®*-ATPasas disminuye la concentracién de
Ca?* en el citosol, la de membrana extruyendo el Ca?* fuera de la célula y la de
reticulo sarcoplasmico acumulandolo en su interior. La insulina aumenta la expre-
sion de las dos Ca?*-ATPasas (40,41); por otra parte, en estados de insulinopenia
o de resistencia insulinica hay una disminucién de la actividad de la Ca**-ATPasa
de membrana (42). Si bien este efecto de insulina favorece la relajacién del mus-
culo liso vascular, se ha propuesto que el mayor funcionamiento de la Ca®*-
ATPasa del reticulo sarcoplasmico podria aumentar el contenido de Ca®* en los
depésitos intracelulares e incrementar la respuesta contractil a agonistas presores

que liberan Ca®* de estos depdsitos (43).

(d) Influencia sobre los canales ibnicos:
No son muchos los datos que se encuentran en la bibliografia acerca de los

posibles efectos de la insulina sobre los canales i6nicos en el musculo liso vas-



cular. Hay trabajos en donde se estudian estos efectos en forma indirecta, por
ejemplo, evaluando los cambios que produce la insulina sobre los aumentos tran-
sitorios de Ca?* citosélico inducidos por agonistas (43-45) o sobre la vasodilata-
cién inducida por insulina (46, 47), y viendo como son afectados estos mecanis-
mos por distintos bloqueantes de canales ionicos.

La insulina podria inhibir los canales de Ca?* operados por voltaje (VOC) de
forma indirecta a través de la hiperpolarizacién resultante del aumento de activi-
dad que ella induce sobre la Na*/K*-ATPasa o a través de la activaciéon de cana-
les de K* (48). Esto atenuaria los aumentos transitorios de Ca®* evocados por di-
versos agonistas al inhibir la actividad de los VOC de Ca®* (44,45). Sin embargo,
la insulina seria también capaz de producir un pequefno incremento transitorio en
el Ca®" intracelular que no genera contraccion en la célula muscular lisa y es blo-
queado por diltiazem (45).

Con respecto a los canales de K*, se ha medido eflujo de Rb", el cual no es
modificado por exposicién a la insulina (49). Una posible interaccién de la insulina
con los canales de K* dependientes de ATP (Katp) ha sido sugerida en base a
que la inhibicién de dichos canales impide la vasodilatacién inducida por insulina
en arteriolas de hamster (48), y porque las arterias de ratas diabéticas se dilatan
menos por exposicion a agentes que abren los canales de Karp que las arterias de

ratas no diabéticas (50).

(e) Vasodilataciéon metabélica:
El aumento del consumo de O, causado por la insulina, o la apariciéon de
algun producto del metabolismo podrian generar una respuesta vasodilatadora

(5.6).



La figura 1 resume los posibles sitios de accién de la insulina sobre las cé-

lulas de musculo liso vascular que pueden modificar su repuesta contractil.
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Fig 1 : El esquema resume: (1) las vias de sefalizacion intracelular a partir de la activacion de
receptores (Rc) acoplados a proteinas G (prot. G) que estimulan fosfolipasas C (PLC) y
fosfolipasas D (PLD). El aumento de inositol trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG) por estas
vias produce liberacion de Ca®" del reticulo sarcoplasmico y activacion de la proteina qui-
nasa C (PKC), respectivamente. (2) los mecanismos que regulan la contraccion del mus-
culo liso vascular determinando: a) la concentracion de Ca®* intracelular en forma directa
(Ca**-ATPasas, canales de Ca*’, intercambiador Na‘'/Ca®") o en forma indirecta (intercam-
biador Na'/H’, Na'/K’'-ATPasa, canales de Na’, canales de K*), o b) la sensibilidad al Ca**
de las proteinas contractiles (PKC). (3) los factores producidos por el endotelio con pro-

piedades vasoactivas. El simbolo * indica los mecanismos que pueden ser afectados por

la insulina para producir modificaciones en la contraccion vascular.



1.3 ANTECEDENTES QUE RELACIONAN LA HIPERTENSION ARTERIAL CON

LA INSULINA

1.3.1 ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

Una lista detallada de los estudios epidemiolégicos se halla en las revisio-
nes de Baba y col. (2), Meehan y col. (3) y Epstein y col. (4). La primera de estas
revisiones divide a los estudios epidemiol6égicos en dos grupos de acuerdo a las

variables medidas:

Grupo a): se midieron niveles de insulina basales y post administracion de gluco-
sa en funcién de presion arterial.

Grupo b): se midieron presion arterial versus sensibilidad a la insulina.

L}

- Grupo (a):

Son estudios que compararon los niveles de insulina de pacientes hiper-
tensos no diabéticos, hipertensos diabéticos o hipertensos con intolerancia a la
glucosa con los de sus controles normotensos. Muchos investigadores encontra-
ron niveles de insulina mas altos en los hipertensos (2,3,5), mientras que en va-
rios estudios no encontraron diferencias con los normotensos (2,3). Con respecto
a los hipertensos esenciales se ha descripto hiperinsulinemia tanto en obesos
como en delgados (1,51,52) o exclusivamente en uno de los dos grupos (563). La
hipertensién arterial secundaria a otras patologias (estenosis de la arteria renal,
hiperaldosteronismo) no esta asociada a hiperinsulinemia (2). En un estudio con
mas de 11.000 participantes no se encontrd una correlacién entre niveles de insu-

lina plasmatica y presién arterial, pero cuando se consideraron sélo los pacientes
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con historia familiar de diabetes o hipertensién si hubo una fuerte correlaciéon po-
sitiva (54).

También pertenecen a este grupo estudios en los que se midi6 la presion a
pacientes hiperinsulinémicos. Algunos encontraron que los pacientes con niveles
de insulina mas altos que lo normal tenian presion elevada (2,3), mientras que
otros estudios no encuentran diferencias con los controles (2,3,55). En grupos
étnicos caracterizados por ser hiperinsulinémicos, como los indios Pima, no se ha
podido demostrar un promedio de presién arterial mas alto que lo normal (56),
como tampoco se ha visto en pacientes con hiperinsulinemia causada por un in-
sulinoma (57,58); en este ultimo caso, la correccién de la hiperinsulinemia por ex-
tirpacion del tumor no produjo una disminucion de la presién arterial (58).

Se puede concluir, entonces, que la asociacion de hiperinsulinemia con hi-

pert@nsién arterial no es una constante.
Q.

- Grupo (b):

La resistencia a la insulina se puede definir como un estado en el cual la
accion de la insulina produce una respuesta menor a lo normal. En la mayoria de
los casos el término “insulinorresistencia” se refiere a una disminucién de su ac-
cién hipoglucemiante (2).

Se ha reportado resistencia insulinica en pacientes con hipertensién esen-
cial (59,60) y en hijos sanos de hipertensos esenciales (61). También se observa
hipertension en dos tipos de patologias con resistencia insulinica: en el sindrome
X (10) (asociacion de hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa, obesidad e hi-
pertension ) y en la diabetes tipo 1l (4).

Varios investigadores no han hallado un vinculo entre la resistencia insuli-

nica y la hipertension, o al menos no lo han visto en todos los grupos de hiperten-
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sos estudiados (3). Hay algunos estudios que encontraron resistencia insulinica
solamente en hipertensos obesos (62), y otros sélo en los hipertensos que tam-
bién presentaban un aumento en la actividad del contratransportador Na*/Li* de
los eritrocitos (63). Los indios Pima, ademas de ser hiperinsulinémicos, tienen una
sensibilidad a la insulina disminuida, pero como ya se ha mencionado no presen-
tan en su poblacién un porcentaje de hipertensos mayor que lo normal (56). Las
mujeres con sindrome de ovario poliquistico también suelen presentar resistencia
insulinica e hiperinsulinemia, y tampoco en este caso se han encontrado prome-
dios de presion elevados (64).

Parece ser, entonces, que la resistencia insulinica no esta siempre asocia-
da con la hipertension.

I

L

v Parte de la discrepancia en los resultados descriptos podria deberse a falta
de ajuste con respecto a edad, sexo, obesidad o distribucion de la grasa corporal
en los grupos estudiados. También es necesario considerar las diferencias inte-
rétnicas, ya que casi todos los estudios que mostraron correlaciones entre hipe-
rinsulinemia y/o resistencia insulinica e hipertensién arterial se realizaron en indi-
viduos de raza blanca (2,3). En otros grupos étnicos como los indios Pima (56,65),

pacientes de raza negra (65), grupos de nativos polinesios (66) o japoneses (67)

no se ha demostrado esa asociacién.
1.3.2 ESTUDIOS DE EFECTOS VASCULARES IN VIVO
La infusién de insulina en dosis fisiolégicas en humanos no produce au-

mentos de la presion arterial (9,10), e incluso se ha descripto una caida del 3 al

5% en la presion media (6) (en estos estudios no se produce hipoglucemia porque



12

se administra simultaneamente glucosa). Resultados similares se obtuvieron con
perros (11) en los que se mantuvieron durante 7 o 28 dias niveles de insulina en
un rango del orden del hallado en los de pacientes obesos hipertensos. La reduc-
cion de la masa renal en un 70% no favorecié la aparicion de hipertension (68).
En perros obesos insulino resistentes tampoco hubo un aumento de la presion
arterial por una hiperinsulinemia de 7 dias, aunque en este caso los efectos vaso-
dilatadores periféricos de la insulina fueron mucho menores (69). En ratas, sin
embargo, se han observado aumentos de la presién arterial con la administracion
de dosis fisiolégicas de insulina (70), postulandose para explicar las discrepancias
con perros y humanos que en las ratas las acciones vasoconstrictoras de la insu-
lina podrian ser mas importantes que las vasodilatadoras. Sin embargo, en ratas
¢on diabetes inducida por estreptozotocina la administracion de insulina previno la
aparicion de hipertension, aunque una vez establecida ésta, la insulina no produjo
una gtenuacion de la presion (71).

Las ratas Zucker obesas (ZOR) son un modelo experimental de resistencia
insulinica junto con hiperinsulinemia e hipertensién arterial (72) y las ratas hiper-
tensas espontaneas (SHR) son un modelo de hipertensién que también presentan
resistencia insulinica e hiperinsulinemia (73) (aunque hay investigadores que re-
portan que las SHR tienen una sensibilidad normal a la insulina (74)). La adminis-
tracion de drogas que aumentan la sensibilidad periférica a la insulina produjo una
disminucion de la presién en las ZOR pero no en las SHR (73,75), aunque en
otros estudios se ha visto una disminucién de la presion también en las SHR (76).
Se ha demostrado que en las SHR el tratamiento con compuestos del vanadio
redujo la hiperinsulinemia y la presion arterial (74). La restitucion de los niveles
preexistentes de insulina retorné la presidén a niveles elevados, indicando que en

esta cepa la hiperinsulinemia podria tener una relacién con el desarrollo de hi-
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pertension arterial (74).

Varios estudios han descripto que la infusion de insulina en humanos pro-
duce vasodilatacion manifestada por un aumento del flujo sanguineo en el mus-
culo esquelético (6,10,77), y se sabe que aproximadamente un 40% de este au-
mento es dependiente de NO. En individuos obesos hay una disminucién de este
efecto vasodilatador (6), y las curvas dosis-respuesta para el flujo sanguineo de
los miembros en funcion de la concentracion de insulina administrada se encuen-
tran corridas hacia la derecha (valores mayores de insulina) en el caso de estos
pacientes, asi como también en pacientes con diabetes tipo Il, indicando que hay
una disminucién de la respuesta vasodilatadora a la insulina en casos de resis-
tencia insulinica (6). La disminucién de esta respuesta también se ha visto en pa-
cientes con hipertension (78), enfermedad que podria estar asociada a insulino-
rresistencia (2,3). También se han reportado resultados en los que no se ha podi-
do comprobar vasodilatacion en respuesta a la insulina (6,79), y casos en los
cuales se obtuvo mayor aumento en el flujo del antebrazo en pacientes hiperten-
sos obesos que en normotensos magros (80). Las discrepancias se atribuyen a
diferencias en las técnicas utilizadas, a la gran variacion biolégica de los parame-

tros evaluados y a la diversidad en el estado de los pacientes (6).

1.3.3 ESTUDIOS DE EFECTOS VASCULARES IN VITRO

Como se describio en los efectos hipertensores e hipotensores de la insuli-
na, hay varias formas por las cuales esta hormona podria afectar el nivel del cal-
cio intracelular: estimulacion de las Ca**-ATPasas del sarcolema y del reticulo
sarcoplasmico, estimulacién de la Na'/K*-ATPasa, que modifica la actividad del

intercambiador Na*/Ca?* y el flujo de Ca®* a través de los canales de Ca** opera-
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dos por voltaje, estimulacién del intercambio Na*/H*, y efectos de la hormona so-
bre canales de Ca®* y de K".

La revision de los resultados experimentales sugiere que los efectos vas-
culares in vitro de la insulina son facilitadores de la relajacion del musculo liso
vascular. En ratas insulinopénicas, como las diabéticas por estreptozotocina, las
respuestas contractiles de anillos de aorta estimulados con fenilefrina y serotonina
estan aumentadas con respecto a las de ratas controles (81). La respuesta a no-
radrenalina, sin embargo, no esta afectada (82,83).

Por otra parte, hay evidencias de que la preincubacién con insulina atenua
tanto la movilizacién de Ca?* intracelular como la respuesta mecanica de las cé-
lulas de musculo liso vascular estimuladas con diversos agonistas.

Cuando se estudiaron los aumentos transitorios de Ca?* producidos por
agonistas presores, se vio que, en general, si las células se preincubaban con
insulina la cantidad de Ca®" puesto en juego durante la contraccion era menor que
en los controles (43-45). Se midieron con fura-2 los aumentos transitorios de Ca®
producidos por angiotensina-ll (Ang Il), noradrenalina (NA) y arginina-vasopresina
(AVP) en células de arteria mesentérica de rata en cultivo. Cuando las células se
colocaron en un medio con insulina y a los cinco minutos se estimularon con estos
agonistas, se observé que los niveles de Ca?* medidos disminuyeron (45). Resul-
tados similares se encontraron para células de arteria femoral canina preincuba-
das con insulina durante 20 minutos o 7 dias y estimuladas con serotonina (5-HT)
(44), y para células de aorta de rata y células de arteria pulmonar humana prein-
cubadas por una hora con la hormona y estimuladas con Ang Il y AVP (43). En
este Ultimo estudio se midieron ademas las velocidades con las que el Ca?* volvio
a los niveles basales, y se vio que éstas eran mayores en las células preincuba-

das con insulina que en los controles. Se propuso que el aumento de la velocidad
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de recuperacion del Ca®* basal se podria deber a un aumento de la expresién de
las Ca®*-ATPasas de sarcolema y de reticulo sarcoplasmico, lo que esta de
acuerdo con los hallazgos previos de que la insulina estimula la sintesis de estas
bombas (40).

Se ha encontrado, sin embargo, que la preincubacién con insulina de célu-
las en cultivo derivadas de aorta de rata es capaz de aumentar la respuesta tran-
sitoria de Ca** citosélico inducida por ET;, aunque no se indica en este estudio si
esto se acompanaria de un aumento de la contraccion del musculo liso vascular
(28).

De acuerdo con sus efectos sobre el calcio, se podria esperar que la insuli-
na atenuara las respuestas mecanicas a distintos agonistas y, en efecto, se ob-
servé una disminucion en las contracciones por Ang-ll y 5-HT en células muscula-
res lisas aisladas de arteria femoral canina (44), en la contracciéon por noradrena-
lina en arteriolas de resistencia humanas (84) y en arteria femoral de conejo (85),
asi como se vio vasodilatacién por insulina y un corrimiento hacia la derecha en
las curvas dosis-respuesta a noradrenalina en antebrazo humano (86). El grado
de contraccion por AVP en anillos de aorta de rata fue disminuido por insulina,
mientras que en arteria mesentérica de rata la insulina potencié los efectos de
AVP, proponiéndose para esto Ultimo que insulina aumenta la liberaciéon de algun
factor contrayente endotelial en estas arterias (30). Es interesante notar que la
atenuacion por la insulina de la respuesta vasoconstrictora a fenilefrina se en-
cuentra disminuida en las ratas obesas Zucker (ZOR), y que esta cepa es conoci-

da por presentar insulinorresistencia (45).

En concordancia con estos resultados in vitro se ha descripto un aumento
de la respuesta vasoconstrictora a la noradrenalina (debida a un aumento de la

respuesta a;) en pacientes con diabetes mellitus tipo | con microalbuminuria, pero
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no en diabéticos sin microalbuminuria o en individuos sanos (87). También se ha
encontrado un aumento de la respuesta vasoconstrictora a Ang-Il in vivo en pa-
cientes hipertensos esenciales, estableciéndose una correlaciéon positiva entre el
aumento de esta respuesta y el grado de insulinorresistencia (88). En los hiper-
tensos con sensibilidad normal a la glucosa la respuesta a Ang-Il fue comparable

a la de los controles normotensos.

Los resultados hasta aqui presentados de los efectos de insulina sobre el
sistema cardiovascular son contradictorios en algunos aspectos, o al menos no

siempre unidireccionales. Podemos resumir a nuestro criterio que :

1. la insulina puede tener tanto efectos que conducirian a aumentar como efectos

que tenderian a disminuir la presion arterial.

2. de estos efectos, los que parecen tener mas importancia fisiopatolégica son los
que afectan directamente a los vasos, incluyendo la modificacién de la actividad
del endotelio vascular, de las bombas y de los transportes iénicos que afectan la

regulacion del calcio citosolico.

3. de los efectos vasculares, los que inducen vasodilatacién serian predominantes
in vivo, y si éstos se ven afectados por la presencia de resistencia insulinica se
produciria una vasoconstriccién y aumento de la presion arterial. Alternativamen-
te, la hiperinsulinemia secundaria a resistencia insulinica podria determinar que

se manifiesten mas los efectos vasoconstrictores que los vasodilatadores.

4. la asociacion de niveles altos de insulina, de resistencia insulinica, o de ambos
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con la hipertension arterial esta avalada por estudios epidemioldgicos y experi-

mentales in vivo o in vitro.

5. en el hombre, la hiperinsulinemia aislada no seria suficiente para inducir hiper-
tensién arterial y para jugar un rol determinante en la elevacion de la presion arte-
rial requeriria de otros factores asociados a la raza, predisposicién a obesidad,

resistencia insulinica, o herencia de patologia hipertensiva.



OBJETIVOS GENERALES
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2. OBJETIVOS

Los efectos de la insulina sobre el tono vascular han sido estudiados tanto
in vivo como in vitro mediante variados enfoques experimentales y en diferentes
especies. El uso de células disociadas de musculo liso vascular o de células en
cultivo permitié obtener informacién sobre los efectos de la insulina en la modifi-
cacién de la concentracion de Ca ?* intracelular producida por agonistas (43-45),
sobre la expresion de transportadores de Ca ?* que regulan su concentracion cito-

sélica (40-43), y sobre |la expresion de receptores para endotelinas (28,29).

El planteo de este trabajo fue el de investigar los efectos de la insulina en el
tejido vascular intacto en el cual las células de musculo liso se hallan bajo la re-
gulacién paracrina de factores derivados del endotelio. Para ello se seleccioné
como principal modelo experimental a la rata debido a que es una especie donde
la insulina tiene efectos hipertensores (70) y cuyos vasos o células vasculares
aisladas han sido utilizadas en relacién a los efectos de insulina (28,30,39,45,81-
83). Como vasos se eligieron uno de conductancia (aorta) y uno de resistencia
(arteria de la cola) en la rata; un agonista fue testeado en segmentos de venas
safenas humanas por la importancia de su rol en la regulacién del tono vascular y
la posibilidad de que la insulina modificara sus efectos. Los agonistas utilizados
fueron todos de importancia fisioldégica: noradrenalina, angiotensina Il, arginina-
vasopresina y endotelina 1. Los protocolos experimentales se disefiaron teniendo
en cuenta las concentraciones de hormona y los periodos de tiempo de incuba-
cion con los que en la bibliografia se demostraban modificaciones en la concen-

tracion de Ca®* citosélico y en la expresion de transportadores de Ca?" inducidas
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por la insulina en células de musculo liso vascular aisladas. Para profundizar en el
estudio de los efectos de la insulina sobre el reticulo sarcoplasmico y sobre los
canales de Ca?* de la membrana plasmatica se utilizaron también preparaciones
de vasos hiperpermeabilizados por tratamiento quimico y de células en cultivo

derivadas de musculo liso aértico de rata.
Los objetivos propuestos fueron establecer si la preincubacién con insulina:
¢ modifica las contracciones inducidas por agonistas fisiolégicos.
¢ media sus efectos a través de fosforilaciones en tirosina.
o afecta a las contracciones inducidas por endotelina 1 a través de la modifica-
cién de:
- la sintesis de 6xido nitrico y de derivados de la ciclooxigenasa.
- elinflujo de Ca?®* desde el medio extracelular.
- la liberacion de Ca?* desde depdsitos intracelulares.
- las fosforilaciones dependientes de proteina quinasa C.

e regula la actividad del reticulo sarcoplasmico.

e regula la actividad de los canales de Ca** de la membrana plasmatica.



ESTUDIOS MECANICOS Y RADIOISOTOPICOS
EN ANILLOS VASCULARES
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3. ESTUDIOS MECANICOS Y RADIOISOTOPICOS EN ANILLOS

VASCULARES

3.1 METODOS

3.1.1 Materiales y equipos

En el trabajo experimental utilizamos concentraciones de insulina bajas
(40 y 160 pU/ml) y altas (500 pU/ml). En la literatura se pueden encontrar valores
basales de insulinemia para ratas del orden de 17 a 32 yU/ml y valores postpran-
diales de 136 pU/ml (89,90). Utilizamos dosis de 40 y de 160 pU/ml, la primera
cercana a los valores de ayuno y la segunda a los que se presentan luego de la
ingesta. A continuacion, quisimos saber si niveles de insulina cercanos a los ha-
llados en ratas hiperinsulinémicas eran capaces de afectar las contracciones in-
ducidas por agonistas fisiolégicos. En la literatura se hallan valores de 2,5-2,9 nM
para los niveles plasmaticos basales de insulina en las ratas obesas Zucker, un
modelo de hiperinsulinemia (91), por lo tanto utilizamos un protocolo de 120 mi-

nutos de preincubacion con 500 pU/ml de insulina (3 nM).

Los agonistas utilizados fueron angiotensina-ll (Ang Il), arginina vasopre-
sina (AVP) y endotelina-1 (ET,); las dosis utilizadas fueron del orden de las DEs,
para respuesta contractil. Se estudiaron en mas profundidad los efectos de la
insulina sobre las contracciones por ET, por ser éste un agonista liberado por el

endotelio de fundamental importancia en el control local de la vasculatura, y por-
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que la literatura reportaba efectos de la insulina sobre la expresién de sus re-

ceptores.

Se estudiaron los efectos de la insulina sobre tres tipos de vasos distin-
tos: aorta y arteria de la cola de rata, y vena safena humana.

- Para obtener los vasos de rata se utilizaron machos de la cepa Wistar de 250-
300g de peso. Se anestesiaron con éter etilico para extraer la aorta toracica o
la arteria de la cola. Luego de disecar cuidadosamente el tejido conectivo que
rodea la arteria, se cortaron anillos de aproximadamente 2 mm.

- Los vasos humanos utilizados se obtuvieron a partir de remanentes de ciru-
gias de revascularizacion miocardica realizadas en el Servicio de Cirugia
Cardiovascular del Hospital San Juan de Dios de La Plata. A las venas se les
diseco el tejido conectivo que las rodeaba en forma similar a los vasos de ra-

ta, y se cortaron anillos de unos 5 mm de longitud.

Equipo para determinaciones mecanicas: Los segmentos vasculares fue-
ron conectados en forma isométrica a un transductor de fuerza (Letica TRI-201) e
introducidos en una camara plastica conteniendo soluciéon de Krebs-Ringer-
bicarbonato (KRB) equilibrada con 5% de CO, y 95% de O, y termostatizada a
37°C. La composicion de la solucion KRB fue la siguiente: CINa 130 mM, CIK 4,7
mM, CO3;HNa 24 mM, PO4HNa; 1,17 mM, SO,Mg 1,16 mM, Cl,Ca 1,6 mM, gluco-
sa 11 mM. La senal del transductor fue ingresada a una plaqueta conversora
analégico-digital (DT16EZ, Data translation Inc.) conectada a una computadora.
Los datos almacenados se analizaron mediante un software (Labtech Notebook
Pro, Laboratroy Technology Corp.) que permiti6 obtener registros graficos de la

fuerza desarrollada por la preparacién en funcién del tiempo. Se les impuso a los
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preparados una tension de reposo de 2 g y se los estabilizé durante una hora
cambiando el KRB cada 20 minutos.
Con los preparados estabilizados se realizaron grupos de experimentos

con los siguientes protocolos:

3.1.2 Protocolos experimentales de preincubaciéon con insulina, a dosis fi-

sioldgicas, interpuesta entre dos estimulaciones sucesivas con un agonista.

- experimentos mecanicos:

En estos experimentos se estudio el efecto de una dosis baja de insulina
(40 pU/ml) sobre la taquifilaxia presentada por Angll 1 uM y AVP 1 pM. Se reali-
zaron dos contracciones separadas por una hora de incubacion con insulina.

estabilizacion |l contraccién 1 |lavado| 60 min con insulina contraccién 2

t f t

agregado del agonista insulina lavado de la insulina y
agregado del agonista

- captacion de Ca* por el reticulo sarcoplasmico:

El objetivo de esta serie de experimentos fue investigar si la preincubacién de
segmentos de aorta de rata con una dosis baja de insulina modificaba la captacion de
Ca” por el reticulo sarcoplasmico, y tratar de correlacionar esta determinacién con
los resultados de los experimentos mecanicos con Anglly AVP.

La aorta fue obtenida como se describié previamente y cortada en segmentos

(peso promedio = 12,1 £ 0,25 mg, n=208) que se agruparon por pares (dos por cada
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aorta) y se incubaron durante dos horas a 37° C: de cada par uno de los segmentos
se incub6 en KRB control y el otro en KRB con 40 yU/ml de insulina. Terminada la
incubacion se sumergieron durante 24 hs. a 4° C en una solucién conteniendo acido
etilén glicol-bis (B-aminoetil éter) tetraacético (EGTA) 5 mM, propionato de K* 50 mM,
Hepes (pH 7) 20 mM, ditiotreitol 1 mM, Cl.Mg 0,4 mM y sacarosa 150 mM. Este
tratamiento permeabiliza la membrana plasmatica y permite que las organelas intra-
celulares estén en contacto con las soluciones de captacién conteniendo “Ca® y con
las soluciones de lavado. Luego del ‘pelado’ quimico los segmentos fueron usados
para medir captacion de “*Ca® en reticulo sarcoplasmico (RS) en funcién del tiempo.
Pares de segmentos, uno incubado previamente sin y otro con insulina, se sumer-
gieron en una solucién de captaciéon mantenida a 20° C conteniendo EGTA 0,71 mM,
“Ca-EGTA 0,29 mM (0,5 uM de calcio libre ), propionato de K 100 mM, Hepes (pH 7)
20 mM, ditiotreitol 1 mM, CI,Mg 5,76 mM ( 1 mM libre ), ATPNa, 0,57 mM (0,5 uM
libre) y sacarosa 150 mM. Los tiempos de captacién fueron de 2, 5, 10 y 30 minutos,
al cabo de los cuales los segmentos fueron lavados durante 15 minutos en una solu-
cién mantenida a 4 - 6° C conteniendo EGTA 1mM, propionato de K 100 mM, Hepes
(pH 7) 20 mM, CI,Mg 10 mM, ATPNa, 5 mM y rojo de rutenio 0,05 mM. Luego se
sumergi6é cada segmento en 1 ml de EDTA 1 mM (pH 7) durante 1 hora. Se midi6 la

radiactividad remanente en el tejido en un contador de centelleo liquido.

3.1.3 Protocolos experimentales de preincubacién con insulina y estimula-
cién unica con un agonista. Dosis fisiolégicas de insulina y dosis hiperinsu-

linémicas.

Se estudio el efecto de la preincubacién con dosis bajas (40 o 160 pU/ml)

o altas (500 pU/ml) de insulina sobre las contracciones dadas por Angll 1 uM,
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AVP 1 uM o ET, 0,01 pM. Se estimulé con el agonista luego de una preincuba-
cién de 120 min con insulina.

estabilizacion 120 min de incubacion con insulina contraccion

f f

insulina lavado de la insulina y
agregado del agonista

Se realizaron varios protocolos experimentales distintos en aorta y arteria
de la cola de rata con sus correspondientes controles:

- so6lo con insulina.

- con insulina y No-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) 0,1 mM para estudiar
el papel del NO en los efectos de la insulina. EI L-NAME estuvo presente du-
rante el periodo de la incubacion con insulina y durante la contraccién.

- con insulina, L-NAME 0,1 mM e indometacina 10 uM para estudiar el papel de
los productos de la ciclooxigenasa (prostaglandinas y tromboxanos). La indo-
metacina estuvo presente durante el periodo de la incubacién con insulina y
durante la contraccién.

- coninsulina y genisteina 30 uM durante la preincubacidén para comprobar si el
bloqueo de |a fosforilaciéon en tirosinas impedia que se expresaran los efectos

de la insulina (sélo para anillos de aorta).
3.1.4 Preincubacion con insulina y liberacion de NO inducida por ACh.

En algunos vasos, se ha demostrado que la insulina produce un aumento

en la liberacion endotelial de NO. Investigamos si en nuestro modelo experimen-
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tal de aorta de rata la preincubacién con 500 pU/ml de insulina era capaz de mo-

dificar la liberacion de NO por el endotelio inducida por la acetil colina (ACh).

relajacién por agregado de
dosis crecientes de Ach

b4y

| estabilizacion 120 min de preincubacién con insulina contraccion

f f

insulina lavado de la insulina
y agregado de NA 1 uM

Luego de una preincubacién de 120 minutos con insulina se indujo una
contraccion con noradrenalina (NA) 1 uM. Cuando la fuerza desarrollada fue ma-
xima, se agregaron dosis crecientes de ACh (10® a 10° M) para producir relaja-
cion inducida por la liberacion de NO endotelial. Los resultados se expresan co-
mo el porcentaje de la fuerza maxima hasta el que se llega luego del agregado de

cada dosis de ACh.

3.1.5 Estudio de los posibles mecanismos afectados por la preincubacién
con insulina para modificar contracciones inducidas por ET4. Dosis hiperin-

sulinémicas.
Los efectos de la insulina sobre las contracciones por ET, sugirieron nue-
vos protocolos experimentales tendientes a profundizar el estudio de estos me-

canismos.

(a) participacion del reticulo sarcoplasmico:
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se elimind la participaciéon del reticulo en las contracciones por ET, con ria-
nodina 10 uyM (Ry) o con tapsigargina 10 yM (Taps). La rianodina produce
un vaciamiento del reticulo al abrir y mantener abiertos uno de los dos tipos
de canales de Ca®* que se encuentran en su membrana, y la tapsigargina lo
hace a través de inhibir la Ca-ATPasa reticular. La rianodina o la tapsigargina
estuvieron presentes durante la segunda hora de preincubacion y durante la

contraccion.

rianodina o tapsigargina

| estabilizacién | 120 min de incubacion con insulina contraccion

f f

insulina lavado de la insulina y
agregado de ET,

se eliminé la participacion del Ca** extracelular en las contracciones por ET,
incubando en ausencia de Ca®* externo. Con estos protocolos en “cero Ca*"”
se estudio el papel del reticulo en los efectos de la insulina sobre la contrac-
cion por ET,. Los ultimos 5 minutos de la preincubacién y la contraccion se

realizaron en un KRB sin Ca®*, de forma que la fuerza generada se debié Uni-

camente al Ca** liberado por el reticulo por accién de la ET,.

sin Ca”extemo

| estabilizacion | 120 min de incubaci6n con insulina contraccion

f f

insulina lavado de la insulina y
agregado de ET,
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se examind la liberacion de Ca** por el reticulo sarcoplasmico inducida por
cafeina. La contraccion después de la preincubacion con insulina se realizo
con cafeina 3 mM. Con estos experimentos se investigo si la insulina era ca-
paz de cambiar la cantidad de Ca*" liberado a partir del reticulo sarcoplasmico
por un agonista que produce contraccion sélo a través del Ca®* de este depo-

sito.

estabilizacion 120 min de incubacion con insulina contraccion
insulina lavado de la insulina y
agregado de caf 3 mM

cantidad de Ca ' captada por el reticulo sarcoplasmico: el objetivo fue com-
probar si el aumento de la liberacion de Ca** por ET, inducido por la preincu-
bacion con una dosis alta de insulina se debia a un aumento en el contenido
de Ca?" en este depésito. Para ello se preincubaron segmentos de aorta (pe-
so= 6,21 £ 0,85 mg, n= 49) con o sin 500 pU/ml de insulina durante 120 mi-
nutos para luego hiperpermeabilizarlos por la técnica ya descripta. Se hicieron
captaciones a 30 minutos utilizando dos tipos de soluciones de captacién, una
con la misma composicion de la ya descripta y otra similar pero con el agre-
gado de 10 pg/ml de heparina y 50 pM de rojo de rutenio para inhibir la salida
de Ca*" del reticulo sarcoplasmico a través de los canales sensibles a IP; y
de los sensibles a rianodina, respectivamente. Luego de la captacion los ani-
llos se lavaron durante 15 minutos con la misma técnica utilizada en los expe-

rimentos ya descriptos, se sumergieron posteriormente en EDTA 1 mM du-
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rante 1 hora y se conté la radiactividad presente en el tejido en un contador de

centelleo liquido.

(b) participacion de la proteina quinasa C (PKC):

Se repitieron los experimentos en presencia de cheleritrina 30 yM para
inhibir la actividad de la PKC con el objeto de estudiar si la potenciacion de la
contraccion dada por la insulina estaba mediada, al menos en parte, por esta

proteina quinasa.

cheleritrina
estabilizacion 120 min de preincubacién con insulina contraccion
insulina lavado de la insulina y

agregado de ET,

La cheleritrina se agreg6 durante los ultimos 20 minutos de la preincuba-

cion y estuvo presente durante la posterior contraccién.

(c) participacion del Ca?" externo:

La contracciéon por ET, luego de la incubacion con insulina se realizé en

una solucién de KRB marcada con “°Ca %" de forma de medir simultaneamente la

fuerza y la entrada de Ca** desde el espacio extracelular.
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con *Ca”
estabilizacion 120 min de incubacion con insulina contraccién
insulina lavado de la insulina y

agregado de ET;

A los 20 minutos de la estimulacion se sacé el anillo de la camara y se le
lavo el “Ca?" que hubiera quedado en el espacio extracelular tratandolo durante
45 minutos con una solucion de la siguiente composicion (en mM): Cl,Ca 1,6;
POHNa 1,17; CIK 4,7, SO,Mg 1,16; HEPES 25 (pH 7,4); CINa 50; ClsLa 80. Se
dejo el anillo toda la noche a 4° C en OHNa 1 M para disgregar el tejido y se dosé

el **Ca? presente en la muestra mediante un contador de centelleo liquido.

(d) Participacion de derivados del acido araquidénico:

Los experimentos con indometacina sugirieron que en la arteria de la cola
de la rata la ET, podria estar liberando un agente vasoconstrictor derivado del
acido araquidonico. Para confirmar si se trataba de tromboxano A; (TXA;) se re-
pitieron los experimentos con SQ 25.548 1 yM, un antagonista especifico de los

receptores de TXA..

SQ 25.548
. estabilizacion || 120 min de preincubacion con insulina || contraccién
insulina lavado de la insulina y

agregado de ET,
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El SQ 25.548 estuvo presente durante los ultimos 20 min de la incubacion

y durante la posterior contraccion.

(e) tiempo necesario para que se expresen los efectos de la insulina:

Se estudié si un tiempo breve era suficiente para que se manifestasen los
efectos de la insulina sobre las contracciones producidas por ET,. La insulina se
agregd solo 15 minutos antes de estimular al anillo con ET;, y la contraccion se

llevé a cabo en presencia de la insulina.

insulina
estabilizacion 15 min contraccion
insulina ET;

3.1.6 Parametros mecanicos medidos. Analisis estadistico.

Los parametros medidos en los registros de la actividad mecanica fueron:

o fuerza maxima desarrollada por el preparado desde la linea de base (Fmax).

¢ tiempo medio de contraccion (t,, contr): tiempo necesario para desarrollar la
mitad de la fuerza maxima, un indice de la velocidad del desarrollo de la fuerza
(medido sélo en el caso de ET,).

o tiempo de relajacion al tercio (ty; relaj): tiempo necesario para relajar un tercio
de la fuerza maxima.

» tiempo de semirrelajacion (ty, relaj): tiempo necesario para relajar la mitad de la

fuerza maxima.
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e Velocidad media de relajacion al tercio de la relajacion (vq; relaj): un tercio de
la fuerza maxima/tiempo necesario para relajar un tercio de la fuerza maxima.
e Velocidad media de relajacion al medio de la relajacion (v, relaj): mitad de la

fuerza maxima/tiempo necesario para relajar la mitad de la fuerza maxima.

F max

v % relaj = (F max/2) / t %

Fmax/2

t Y2 relaj

!
Ang Il 1uM

Fig 2: contraccion tipica producida por Ang Il donde se indican los pardmetros medidos.

F max
ET,
N
x
ET,0,01 uM *é &

= 5|

\ 3
— 150 s

t 1/2 contr

Fig 3 : contraccion tipica dada por ET;. Se indican en el dibujo los parametros medidos



32

Los resultados de los experimentos con dos contracciones sucesivas por
Ang |l o AVP se expresan como diferencias (A) entre el valor del parametro de la

contraccion post incubacion y el valor del mismo en la primera contraccion.

Ej: AFmax = Fmax post incubacién - Fmax pre incubacién

Los resultados de los experimentos con una sola estimulacién por Ang |,
AVP o ET, se expresan como valores absolutos normalizados por la superficie
del anillo abierto determinada mediante un calibre digital (mg/mm?) en el caso de
la aorta de rata, o por el peso del mismo (mgF/mgP) en el caso de |a arteria de la
cola de rata. En los experimentos con determinacién simultdnea de fuerza y cap-
tacion de Ca®' los resultados de fuerza se expresan como porcentaje de una
contraccion previa inducida por CIK 80 mM.

En los experimentos radioisotépicos, los resultados se expresan en pmoles

de Ca* captado por mg de tejido himedo.

Los valores experimentales presentados como resultados corresponden a
promedios t 1 error estandar de la media.

Se utilizé el test de “t” de Student para muestras independientes, o apa-
readas, cuando se compararon valores promedio de una intervencion con su co-
rrespondiente control en la misma preparacién. Para comparar grupos multiples
se realizaron analisis de varianza empleando del test de Newman-Keuls. En to-
dos los casos las diferencias se consideraron estadisticamente significativas para

un valor de p<0,05.
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3.1 RESULTADOS

3.2.1 Preincubacion con insulina, a dosis fisioldgicas, interpuesta entre dos

estimulaciones sucesivas con un agonista.

- experimentos mecanicos: en aorta de rata, Ang Il y AVP

En aorta de rata, las segundas contracciones de Ang Il en el grupo control
fueron siempre menores que las primeras, un fenomeno conocido como taquifila-
xia. El tratamiento con 40 pU/ml de insulina fue capaz de atenuar la taquifilaxia:
al comparar los experimentos con insulina con los experimentos control se obser-
vo una disminucion significativa en la caida de la fuerza maxima (p<0.02) y un
aumento significativo en la velocidad de relajacion (P<0.005). No se encontraron

diferencias significativas entre los Av contraccién o entre los Atz de relajacion

(Fig 4).
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Fig 4. parametros de las respuestas a Ang Il en aorta de rata. * indica diferencia significativa

(p<0,05) respecto al grupo control. Cada grupo experimental tiene n=5.
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Las respuestas a AVP también presentaron taquifilaxia (Fig 5).

T T T T T T T T T
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10 - -
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Fig 5 : registro de un experimento tipico del grupo insulina con AVP en anillo de aorta de rata.

La preincubacion con 40 pU/ml de insulina produjo una disminucion signifi-
cativa de la taquifilaxia (aumento de la fuerza maxima) de la segunda contraccion
evocada por AVP. No hubo, sin embargo, cambios en los parametros de relaja-

cion (ty, de relajacion o velocidades de relajacion) (Fig 6).
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Fig 6: parametros de las respuestas a AVP en aorta de rata y su modificacion por la preincubacion
con 40 pU/ml de insulina. * indica diferencia significativa (p<0,05) respecto del grupo con-

trol. Controles: n=13-18, insulina: n=6-12.
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- experimentos mecanicos: en vena safena humana, Ang Il.

La respuesta a Ang Il en anillos de vena safena humana fue diferente a la
observada en aorta de rata. Los anillos se dividieron en dos grupos segun provi-
niesen de pacientes hipertensos o normotensos. En estos vasos el 48% de las
respuestas a Angll presentaron contracciones espontaneas superpuestas a la
fase de relajacion de una magnitud cercana al 10% del valor de la fuerza pico.

La fuerza de la segunda contraccién por Angll no fue distinta de la primera
(los AF max no fueron significativamente distintos de cero), es decir, no se obser-
vo taquifilaxia. La preincubacion con 40 yU/ml de insulina no modificé el valor de
la fuerza maxima desarrollada por Ang Il en ninguno de los dos grupos, asi como

tampoco modificé la frecuencia de aparicién de contracciones espontaneas.
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Fig 7: parametros de las respuestas a Ang Il en vena safena humana. * indica diferencia significa-
tiva (p<0,05) respecto al grupo control de hipertensos y respecto al grupo insulina de nor-

motensos. Hipertensos: control n=9, insulina n=10; normotensos: control n=5, insulina n=5.
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En el grupo de hipertensos la preincubacién con insulina disminuy6 signifi-
cativamente el t,,, siendo la disminucién del Aty significativamente mayor que en
el grupo control y en el grupo normotenso con insulina (Fig 7).

Los parametros obtenidos de las contracciones pre-incubacién, tanto del
grupo control como del que luego fue tratado con insulina, se utilizaron también
para obtener informacion sobre las posibles diferencias en la conducta frente a

Angll de los anillos provenientes de normotensos o de hipertensos.

normotenso hipertenso

Angliig M Anglitp M

00

L L L L
4400 4600 4800 5000 5200

3.

800 4800 B0 5200 5400 5600
Tiempo () Tiempo (s)

70, F méx (g/q) 500 tv2(s) 7° F méx (g/g) 600 tv2(s)

80
60
1|' 500 | © 500
50
400 400 T

300 20 300§

200
20 00 20|

100 .

Mg

" 100 0|

Fig 8 : Registros tipicos de contracciones dadas por Ang |l en venas safenas humanas de normo-
tensos e hipertensos (panel superior), y promedios de F max y t relajacion para dichas

contracciones (panel inferior). Normotensos: n=17-19, hipertensos: 10-12.

En anillos de vena safena humana se observé una tendencia a que la fuer-
za de las primeras contracciones por Ang Il fuesen mayores en los normotensos
que en los hipertensos, pero la diferencia no alcanzé significacion estadistica (

Fig 8).

- captacion de **Ca* en reticulo sarcoplasmico de segmentos de aorta
preincubados con dosis fisiologicas de insulina e hiperpermeabilizados

por tratamiento quimico.
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La siguiente tabla presenta los valores de la captacion de “*Ca® en anillos de
aorta de rata expresados en pmol de Ca*/mg de tejido himedo como promedios 1
error estandar. Se compararon diferencias de captacion en cada par de segmentos

de aorta uno incubado previamente sin y otro con 40 yU/ml de insulina (deltas).

2 min 5 min 10 min 30 min
control 38,48 + 2,34 4486 + 2,39 91,25+8,19 | 134,93 +9,58
insulina 39,11 £ 2,58 49,22 + 3,48 8575+4,26 | 12169+7,12

A =Ins-Ctrl| 0,73 13,03 434 +274 -5,58 £ 9,14 -11,99 £ 7,35
n 30 31 14 19

Con estos datos se realizaron curvas de captacion de “Ca®** (Fig 9).
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Fig 9: curva de captacion de “5Ca® en segmentos de aorta de rata hiperpermeabilizados por tra-

tamiento con EGTA.



38

La captacion de **Ca* se realizo a concentracion de 0,5 uM de Ca*", valor
comparable al del Ca*" citosélico del musculo liso vascular durante una contrac-
cion. Al exponer los segmentos de aorta “pelados” a esta concentracion de Ca®
en presencia de ATP se observé una acumulacion progresiva de Ca en funcién
del tiempo, con tendecia a ser mayor a los 5 y menor a los 30 minutos de capta-
cion en los segmentos pretratados con insulina con respecto al grupo control. Al
aparear los valores de captacion de los segmentos tratados y no tratados con la
hormona se observé una ganancia neta de Ca®" (p<0,05) a los 5 minutos con res-

pecto a los valores a los 30 minutos (Fig 10).

10 - |

101

51

A captacién de C& (pmoles/mg)

-20 |-

-25 1 1 1 L

2 5 ) 10 30
minutos

Fig 10: deltas (insulina — control) de captacién de de **Ca®* en segmentos de aorta de rata hiper-
permeabilizados por tratamiento con EGTA. * indica diferencia significativa (p<0,05) entre

los dos grupos.

3.2.2 Preincubacion con insulina y estimulacién tnica con un agonista.

- Dosis fisiologicas de insulina en aorta de rata (Ang ll, AVP, y ET,). Deter-

minaciones mecanicas.
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Hubo un aumento espontaneo en el tono de reposo de los anillos en los
experimentos control con una sola estimulacién durante las 2 hs de preincuba-
cion antes de agregar el agonista (4,4+1,4 mg/mm®, n=23). En los experimentos
donde la preincubacion se hizo en presencia de L-NAME, hubo un aumento en el
tono de reposo significativamente mayor (12,622,7 mg/mm?, n=26, p<0,05), indi-
cando que el NO es uno de los factores involucrados en el mantenimiento del
tono de reposo en estos preparados. La incubaciéon con 40 o 160 uU/mi de insuli-
na no modificé significativamente los aumentos de la tension de reposo en los
grupos sin L-NAME (Ins 40: 4,2+1,0 mg/mm? n=15; Ins 160: 8,5¢+1,7 mg/mm’,
n=21) o con L-NAME (Ins 40: 14,9+2,8 mg/mm® n=18; Ins 160: 12,1+2,9 mg/mm?,

n=20)
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Fig 11: Fuerza maxima y tys y ti2 de relajacion de las respuestas a Ang Il en anillos de aorta de
rata sin (barras vacias) y con (barras rayadas) inhibicion de la sintesis de NO por L-NAME.
Controles: barras negras (n= entre 16 y 21 en cada grupo), grupos con insulina: barras ro-
jas (n= entre 8 y15 en cada grupo). * indica diferencia significativa (p<0,05) respecto del
grupo control, # respecto del grupo insulina 40 pU/ml, y $ respecto del grupo insulina 160
pU/mi.
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En contraste a los experimentos con dos estimulaciones sucesivas, cuando
se realiz6 una sola contraccion por Angll luego de 2 hs de preincubacién con
dosis' bajas de insulina, la hormona no produjo modificaciones ni en la F max ni
en los parametros de relajacion (Fig 11).

La inhibicidn de la sintesis de NO con L-NAME potencié significativamente
la fuerza desarrollada y enlentecié las relajaciones. La insulina no tuvo efectos

adicionales a los del L-NAME.

En las contracciones unicas por AVP se observé una respuesta similar a
la vista en el caso de Ang llI: la preincubacién con insulina no afecté la F max, asi

como no altero las relajaciones espontaneas de las contracciones (Fig 12).
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Fig 12: Fuerza maxima y ty;3 y ti2 de relajacion de las respuestas a AVP en anillos de aorta de
rata sin L-NAME (barras vacias) y con L-NAME (barras rayadas). Controles: barras negras
(n= entre 13 y 18 en cada grupo), grupos con insulina: barras rojas (n= entre 6 y 12 en ca-
da grupo). * indica diferencia significativa (p<0,05) respecto del grupo control, # indica dife-

rencia significativa (p<0,05) respecto del grupo insulina 40 pU/ml.
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El L-NAME produjo un aumento de la fuerza, y la dosis menor de insulina
(40 pU/ml) no modifico esta respuesta; sin embargo, al preincubar con L-NAME y
160 }jU/mI no se pudo demostrar un aumento de la F max, indicando que a estas
concentraciones la insulina tiene un efecto relajante en presencia de L-NAME.

Al utilizar L-NAME para inhibir la sintesis de NO, la relajacion espontanea
de las contracciones se enlentecid notablemente, y en algunos casos desapare-
cio, por lo cual los parametros de relajacion en presencia de L-NAME no fueron

cuantificados.

Al utilizar el agonista ET,4 se produjo una situacion similar a la del AVP: la

preincubacién con insulina en ausencia de L-NAME no tuvo efectos significati-

vos(Fig 13).
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Fig 13: Fuerza maxima de las respuestas a ET, y ty3 y t12 de relajacion (inducidos por cafeina) en
anillos de aorta de rata sin L-NAME (barras vacias) y con L-NAME (barras rayadas). Con-
troles: barras negras (n=9-12), grupos con insulina: barras rojas (n=7-11). Se indican dife-

rencias significativas (p<0,05) respecto del grupo control (*), del grupo insulina 40 pU/ml
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(#), del grupo insulina 160 pU/ml sin L-NAME ($), del grupo control con L-NAME (@), y del
grupo insulina 40 pU/ml con L-NAME (&).

Pero cuando se utilizé6 L-NAME, la preincubacién con 160 pU/ml de insuli-
na hizo que el preparado desarrollara significativamente menos F max que el
grupo control con L-NAME, poniendo de manifiesto que hubo liberaciéon de un
factor vasodilatador que se opuso a los efectos de la inhibicién del NO.

La inhibiciéon del NO enlentecio las relajaciones por cafeina, y los aumen-
tos del ty> fueron significativos en los grupos preincubados con insulina. Por el
contrario, se observé en el grupo preincubado con 160 pU/ml de insulina que el
ti3 fue significativamente menor al del grupo preincubado con 40 pU/ml de insuli-
na y a su control sin L-NAME, un resultado coincidente con la aparicién de efec-
tos relajantes de la hormona a esta dosis, como se ve en los resultados de la F

max.

- Dosis hiperinsulinémicas en aorta de rata y en arteria de la cola de rata

(AVP y ET,). Determinaciones mecanicas.

La preincubacion de anillos de aorta de rata con una dosis de insulina si-
milar a la hallada en ratas con hiperinsulinemia (500 yU/ml) no produjo modifica-
ciones en la velocidad del desarrollo de la fuerza (medido como t;, de contrac-
cion) ni en el valor maximo alcanzado en contracciones por AVP (Fig 14).
Cuando se inhibié la sintesis del NO se observé un efecto relajante de la insulina

similar al descripto con la dosis de 160 pU/ml.
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Fig 14: t,; de contraccion y fuerza maxima de las respuestas a AVP en anillos de aorta de rata
con L-NAME (barras rayadas) y sin L-NAME (barras sin rayas) preincubadas con 500 pU/ml
de insulina. Control (barras negras), n=7; insulina (barras rojas), n=7; control con L-NAME
(barras negras rayadas), n=8, insulina con L-NAME (barras rojas rayadas), n=8. Se indican
diferencias significativas (p<0,05) respecto del grupo control sin L-NAME (*) y del grupo L-
NAME sin insulina (#).

La dosis alta de insulina produjo cambios sobre la velocidad de desarrollo
de las contracciones por ET, que no se habian observado con las dosis meno-
res (Fig 15). La preincubacién con 500 yU/ml de insulina aceleré la velocidad del
desarrollo de la fuerza contractil. La inhibicién del NO aumentd mas esta veloci-
dad, y la insulina potencié aun mas dicho efecto. Por otra parte, el efecto rela-
jante de la insulina en presencia de L-NAME también se produjo con esta dosis
elevada, como lo muestra la falta de potenciaciéon de F max en presencia de L-

NAME e insulina.
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Fig 15: ty,2 de contraccion y fuerza maxima de las respuestas a ET; en anillos de aorta de rata
preincubados con 500 pU/ml de insulina con L-NAME (barras rayadas) y sin L-NAME (ba-
rras sin rayas). Control (barras negras), n=17; insulina (barras rojas), n=11; control con L-
NAME (barras negras rayadas), n=14, insulina con L-NAME (barras rojas rayadas), n=11.
Se indican diferencias significativas (p<0,05) respecto del grupo control (*), del grupo insu-
lina 500 pU/ml sin L-NAME (#) y del grupo control con L-NAME (@).

A continuacion ensayamos los efectos de la preincubacion con insulina
sobre una arteria de resistencia, la arteria de la cola de la rata (Fig 16). A dife-
rencia de los visto en la aorta, la insulina a la dosis de 500 pU/ml produjo un au-
mento de la F max desarrollada por ET,. La inhibicién de la sintesis del NO con
L-NAME no tuvo un efecto significativo sobre la F max en este preparado, pero si

impidi6é que la insulina produjera la potenciacién de la F max.
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Fig 16: Fuerza maxima de las respuestas a ET, en anillos de arteria de la cola de rata preincuba-

dos con 500 pU/ml de insulina. Cada grupo experimental tiene n=14.

A diferencia de lo observado en los anillos de aorta, el t;; de contraccion

no fue afectado por la preincubacién con la hormona (Fig 17).
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Fig 17: comparacién de los efectos de la insulina sobre el t;, de las contracciones por ET, en
anillos de aorta y de arteria de la cola de rata preincubados con 500 pU/ml de insulina.
Aorta: controles (barras negras sin rayas), n=17, insulina (barras rojas sin rayas), n=11.

Arteria de la cola: cada grupo experimental tiene n=14.

- Inhibicién de ciclooxigenasas con indometacina:

Los efectos relajantes de la insulina en presencia de L-NAME, tanto a la
dosis baja (160 yU/ml) como a la dosis alta (500 pU/ml) desaparecieron luego de

la preincubacion con indometacina, lo que sugiere que eran debidos a un meta-
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bolito de la ciclooxigenasa, probablemente PGlI; liberada por el endotelio vascular

(Fig 18)
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Fig 18: Fuerzas maximas inducidas por ET, y por AVP en presencia de L-NAME e indometacina
en anillos de aorta de rata preincubados con 160 o 500 pU/mi de insulina. Controles (ba-
rras negras): ET, n=5 (de 3 ratas), AVP n=7 (de 6 ratas), insulina (barras rojas): ET; n=5

(de 3 ratas), AVP n=7 (de 6 ratas).

En la arteria de la cola de rata el aumento observado de la Fmax dado por
la insulina podria deberse a la estimulacién de la liberaciéon o de la accién de un
factor contrayente derivado del endotelio, posiblemente un derivado del acido
araquidénico, por lo que también estos experimentos se repitieron en presencia

de indometacina (Fig 19).
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Fig 19: Fuerzas maximas inducidas por ET; en anillos de arteria de la cola de rata preincubados
con 500 pU/mi de insulina en presencia de indometacina, con o sin L-NAME. Control indo-
metacina, n=16; insulina indometacina, n=16; control indometacina con L-NAME, n=16; in-

sulina indometacina con I-NAME, n=14.

La desaparicion del aumento de F max producido por la insulina al inhibir
las ciclooxigenasas con indometacina sugiere que dicho factor contrayente podria

ser el TXA,.

- Bloaqueo de tirosin guinasas con genisteina:

El tratamiento con genisteina alargé significativamente el t;, de contrac-
cion de la ET; (con genisteina: 656158 s vs sin genisteina: 399+35 s, n=10,
p<0.05); el mismo efecto se observo en presencia de L-NAME (con genisteina:
486123 s vs sin genisteina: 279115 s, n=22 p<0.05). La F max también fue dismi-
nuida por el tratamiento con genisteina (con genisteina: 97+8 mg/mm2 vs sin
genisteina: 152+11 mg/mm?, n=10 p<0.05); un efecto similar se observo en pre-
sencia de L-NAME, aunque en este caso las diferencias no alcanzaron significa-
cion estadistica (con genisteina: 135t11 mg/mm2 sin genisteina: 159+11

mg/mm2, N.S.).
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Luego del tratamiento con genisteina, la insulina 500 pU/ml no fue capaz de mo-
dificar el t;; de contraccion ni en presencia ni en ausencia de L-NAME (Fig. 20,
panel izquierdo). La genisteina bloque6 parcialmente los efectos de la insulina
sobre la F max: aunque el L-NAME fue capaz de potenciar significativamente la F
max, este efecto fue significativamente menor que en los controles (Fig. 20, panel

derecho).

200

Fig 20: t,» de contraccion y F max de contracciones por ET, preincubadas con genisteina en pre-
sencia (barras rayadas) o en ausencia de L-NAME (barras sin rayas). Controles (barras ne-
gras): sin L-NAME, n=5; con L-NAME, n=12. Insulina 500 pU/ml (barras rojas). sin L-
NAME, n=6; con L-NAME, n=12. Los simbolos *, @ y # indican diferencias significativas
(p<0,05) con respecto a los grupos control, insulina y control con L-NAME, respectiva-
mente.

En las contracciones con AVP y L-NAME la genisteina no afecto el t;, de
contracion (con genisteina: 43t3 s, n=16 de 6 ratas, vs sin genisteina: 5314 s,
n=8, N.S.). La F max en presencia de L-NAME tampoco fue afectada por la ge-
nisteina (con genisteina: 59+5 mg/mm2, n=16 de 6 ratas, vs sin genisteina: 495

mg/mm2, n=8, N.S.). Luego de la inhibicion de las tirosin quinasas con genistei-
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na, la preincubacion con insulina no fue capaz de disminuir significativamente la
F max en las contracciones por AVP (L-NAME con insulina: 50t4 mg/mm2, n=16

de 6 ratas, vs L-NAME control: 5915 mg/mm2, n=16 de 6 ratas, N.S.).

3.2.3 Preincubacion con insulina y liberacion de NO inducida por ACh.

El objetivo de estos experimentos fue el de comprobar si la preincubacion
con insulina era capaz de aumentar la capacidad de la ACh de liberar NO a partir
de las células endoteliales. Para ello, se relajaron con dosis crecientes de ACh
contracciones de noradrenalina (NA) evocadas luego de la preincubacién con
insulina. Los resultados se expresan como el porcentaje de la F max de NA que

se relaja el preparado luego de cada dosis de ACh.

ACh 10° M ACh 10'M ACh 10°M ACh 10°M
Control (n=11) | 22,7+66% | 485+73% | 728+75% | 87.1+70%
Insulina (n=9) | 312+77% | 639+92% | 932+125% | 102,5+ 12,8 %

Se puede ver que la insulina no tuvo un efecto estadisticamente significati-
vo sobre la liberacion de NO inducida por ACh, aunque se puede observar una
tendencia a que los anillos preincubados con la insulina se relajen mas que los
no preincubados. No se observaron diferencias en las F max desarrolladas por
NA en los preparados control (60,8+10,1 mg/mmz) y los preincubados con insuli-

na (68,1+14,9 mg/mm?).
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3.2.4 Estudio de los posibles mecanismos afectados por la preincubacion
con insulina (dosis hiperinsulinémica) para modificar las contracciones in-

ducidas por ET,.

(a) participacion del reticulo sarcoplasmico:

- experimentos con rianodina y tapsigargina:
Se estudiaron los efectos de la rianodina (Ry) y la tapsigargina (Taps) so-

bre la disminucién inducida por insulina del t;,, de contracciéon por ET;.

400 5008

3501

250
200

150

segundos

100

50 I |

Ry 10 uM Taps 10 pM
ins 500 pU/mt in8 500 pU/ml

Fig 21: Efectos de la rianodina y de la tapsigargina sobre la disminucion del t;,; de contraccion
inducido por insulina en contracciones por ET,. Todos los experimentos se llevaron a cabo
en presencia de L-NAME. Rianodina: controles, n=17; insulina, n=7; tapsigargina: contro-

les, n=15; insulina, n=6.

Ambas drogas producen un vaciamiento del reticulo sarcoplasmico. La ria-
nodina mantiene abiertos uno de los dos tipos de canales que se encuentran en
su membrana, facilitando que se vacie este depésito; la tapsigargina actua inhi-
biendo la Ca-ATPasa del reticulo impidiendo que éste capte el Ca®, y como re-
sultado el deposito es vaciado de Ca**. Por lo tanto, en las contracciones por ET,

obtenidas en presencia de estas drogas se encuentra ausente la componente
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dependiente del reticulo sarcoplasmico. Con la dosis mayor de insulina utilizada
(500 pU/ml) se observo que la hormona no fue capaz de seguir disminuyendo el
t;2 de contraccién en presencia tanto de rianodina como de tapsigargina, lo que
indica que la liberacion de Ca®" por parte del reticulo sarcoplasmico esta implica-
da en el aumento de la velocidad de contraccion generado por la insulina (Fig
21). Por el contrario, se observo un alargamiento significativo del t,, de contrac-

cion en presencia de insulina.

- experimentos en ausencia de Ca** externo:

Para corroborar la necesidad de un reticulo sarcoplasmico funcionante en
la manifestacion del aumento del desarrollo de fuerza por ET, inducido por la in-
sulina se realizaron experimentos en los que las contracciones de ET, se hicieron
en ausencia de Ca®" externo, de forma que todo el desarrollo de fuerza contractil
se debiera exclusivamente al Ca®" liberado por los depdsitos intracelulares (Fig

22).

segundos
8 8 8 8 8
mg/mm +
[

B

8
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(-]

control Insulina control insulna control Insulina control insulina
en0Ca'" 500 pUmi L-NAME,  L-NAME en0Ca? 500 pUiml L-NAME_  L-NAME
en0 Ca en0Ca’ en0Ca” on0Ca’ en0Ca” en0OCa’

Fig 22: Fmax y t,> de contracciéon desarrollados por la liberacion de Ca % a partir de depositos
intracelulares inducida por ET, 0,01 uM en anillos de aorta en KRB sin Ca **. Los anillos
fueron preincubados o no con insulina, y con o sin inhibicion de la sintesis de NO con L-
NAME. Cada grupo experimental tiene n= 8.
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Las contracciones inducidas por ET; 0,01 pM en ausencia de Ca** externo
siguen siendo potenciadas por la insulina, como lo demuestran el aumento en la
Fmax y la disminucién del t,; de contracciéon producidos por la preincubacion con
la hormona.

En presencia de L-NAME, la inhibicién de la sintesis de NO, potencia las
contracciones inducidas por ET; (aumento de Fmax) en ausencia de calcio ex-
terno. La insulina no produce una potenciacion adicional en las contracciones por

ET, cuando la sintesis de NO esta inhibida.

- liberacion de Ca®* del reticulo sarcoplasmico inducida por cafeina:

La preincubacion con 500 pU/ml de insulina no afecta las contracciones
inducidas por cafeina 3 mM (Fig 23). La inhibicion de la sintesis de NO no modifi-
ca la Fmax. desarrollada por cafeina y la preincubacion con insulina tampoco

modifica las contracciones en presencia de L-NAME.

W

control Insulina control insulina
500 pU/mi L-NAME  L-NAME

Fig 23: Fmax desarrollada por la liberacion de ca’ a partir del reticulo sarcoplasmico inducida
9

por cafeina 3 mM en anillos de aorta preincubados o no con insulina y con o sin inhibicion
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de la sintesis de NO con L-NAME. Controles: sin L-NAME, n=7; con L-NAME, n=14. Insuli-
na: sin L-NAME, n=7; con L-NAME, n=14.

- captacion de Ca* por el reticulo sarcoplasmico:

La preincubacién con insulina 500 pU/ml no modificé la cantidad de Ca*’

captado a los 30 minutos por los depdsitos intracelulares del segmento vascular

(Fig 24).
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con heparina y rojo de Ru sin heparina y rojo de Ru

Fig 24: cantidad de ca® captada por el reticulo sarcoplasmico, en anillos de aorta de rata hiper-
permeabilizados por tratamiento quimico, en soluciones de captacion con heparina y rojo
de rutenio (control n=16, insulina n=17) o sin heparina y rojo de rutenio (control n=8, insuli-
na n=8).

El bloqueo de los canales de Ca®* del reticulo sarcoplasmico con heparina
(canales sensibles a IP3) y con rojo de rutenio (canales de Ca*" sensibles a ria-
nodina) produjo un aumento en la captacion de “*Ca** (Fig 24, panel izquierdo vs
panel derecho), lo que indica que en ausencia de los bloqueantes el Ca** capta-
do es parcialmente perdido a través de estos canales. La preincubacién con in-
sulina tampoco modificé la cantidad de Ca** acumulada en el reticulo en estas

condiciones.
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(b) participacion de la PKC:

Cuando la actividad de la PKC fue inhibida con cheleritrina 30 uM, la pre-
incubacién con insulina a concentracion de 500 pU/ml perdié su capacidad de
disminuir el ti, de contraccion de la ET,, indicando que esta proteina quinasa

esta implicada de alguna forma en los efectos de la hormona (Fig 25).

control insulina
chele chele

Fig 25: t12 de contraccion por ET¢ en presencia de cheleritrina en anillos de aorta de rata prein-

cubados o no con insulina. Cada grupo experimental tiene n=13.

(c) participacion del Ca** externo:

En los experimentos en los que se midieron simultaneamente fuerza desa-
rrollada y captacion de “*Ca** en anillos intactos de aorta no hubo diferencias en
la cantidad de Ca®* captado a los 20 minutos por los anillos preincubados y no
preincubados con insulina, lo que sugiere que la disminucién de la F max obser-
vada al tratar la aorta de rata con esta hormona no se debe a una atenuacion de

la entrada de Ca** a partir del medio extracelular (Fig 26).
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Fig 26: Fuerzas maximas inducidas por ET, y captacion simultanea de *ca”* en presencia de L-
NAME en anillos de aorta de rata. Controles n=18, insulina n=22. NOTA: la Fmax se ex-

presa en funcion de una contracciones control de CIK 80 mM para evitar el tomar las di-

mensiones de los anillos impregnados con *ca®.

(d) participacién de derivados vasoconstrictores del acido araquidénico:

En la arteria de la cola de rata, la indometacina suprimié el efecto poten-
ciador de la preincubacion con 500 pU/ml de insulina sobre las contracciones por

ET,.

1000 r p=0.05

F max (mg / mg tj)

|
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]
control 560 yUsmi SQ 25548 SQ 25548

Fig 27: Efectos de la insulina sobre la Fmax desarrollada por anillos de arteria de la cola de la
rata. en ausencia o en presencia de un inhibidor de los receptores de TXA,. Cada grupo

experimental tiene n=6.
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En presencia de un inhibidor especifico de los receptores de TXA, (SQ
25.548), la insulina tampoco fue capaz de potenciar la fuerza contractil de la ETj,

lo que confirma que este prostanoide es el responsable de este efecto (Fig 27).

(e) tiempo necesario para que se expresen los efectos de la insulina:

La exposicion a insulina por un corto plazo previo y durante |la estimulacion
con ET, no logro afectar ni el t;,, de contraccion ni la F max desarrollada (Fig 28).
Se pueden sacar dos conclusiones de estos experimentos: que la presencia de
insulina durante la contraccion de ET, no la modifica, y que se necesita un tiempo

mayor a 15 min de exposicion previa a la hormona para observar sus efectos.
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Fig 28: t,,, de contraccion y F max de contracciones por ET, realizadas en presencia de insulina.
Los experimentos se realizaron con L-NAME o sin L-NAME. Controles sin L-NAME: barras
negras sin rayas (n=6); controles con L-NAME: barras negras rayadas (n=6); Insulina 500
pU/mI sin L-NAME: barras rojas sin rayas (n=6); insulina con L-NAME: barras rojas rayadas
(n=6). Los simbolos * y @ indican diferencias significativas (p<0,05) con respecto a los
grupos control e insulina sin L-NAME, respectivamente.
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3.3 ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La preincubacién con insulina a concentraciones fisioldgicas y/o hiperinsu-
linémicas modifico la funcion del muasculo liso vascular en los diferentes protoco-
los experimentales en los que se utilizaron segmentos vasculares intactos o hi-
perpermeabilizados por tratamiento quimico. El analisis y discusién de los resulta-
dos se desarrolla siguiendo la secuencia de presentacion en Métodos y Resulta-

dos.

Dos estimulaciones sucesivas con Ang Il o AVP :

- experimentos mecanicos

Los efectos de la insulina sobre un tejido vascular intacto, con células en-
doteliales, podrian diferir de los resultados obtenidos en células de musculo liso
dispersas, y los primeros experimentos que presentamos examinan cuales son las
consecuencias de preincubar con insulina sobre las contracciones inducidas por

diversos agonistas fisiolégicos en anillos vasculares intactos.

Cuando se realizan dos contracciones sucesivas con Ang Il o con AVP
en anillos de aorta de rata, la segunda contraccion es siempre de menor mag-
nitud que la primera, un fendmeno conocido como taquifilaxia. La incubacién con
40 pU/ml de insulina entre estas dos contracciones atenud la taquifilaxia, ya que
las diferencias entre las segundas y las primeras contracciones por Ang Il o por
AVP fueron menores que en el caso de los controles. En el caso de la Ang II,

ademas, las segundas contracciones se relajaron mas rapidamente que las prime-



58

ras en el grupo tratado con insulina (Avy/; de relajacién positivo), cosa que no ocu-
rria en los controles (Avy,, de relajacion negativo). Se demostré previamente que
la preincubacién con insulina aumenta la expresion y la actividad de las Ca-
ATPasas en las células de musculo liso vascular en cultivo (40); la manifestacion
fisiologica de este efecto seria un aumento de la velocidad a la cual el Ca?* cito-
sélico es bombeado desde el citosol hacia el medio extracelular o hacia el reticulo
sarcoplasmico. En concordancia con esto, se observaron en células de musculo
liso aisladas aumentos transitorios de Ca?* inducidos por Ang Il y AVP mas pe-
quenos luego de la preincubacion con insulina (43,45), y atenuacion de las con-
tracciones por Ang Il en células aisladas (44). En nuestros experimentos, el au-
mento de la velocidad de relajacién de las contracciones por Ang |l inducido por la
insulina podria explicarse gracias a esta estimulacion de la funcién de las Ca-
ATPasas; nuestros resultados de captacion de Ca?* por el reticulo sarcoplasmico,
donde pudimos demostrar que la insulina producia un aumento de la captacion de
Ca® a tiempos cortos (5 minutos) comparado con tiempos largos (30 minutos),
apoyan la participacion del reticulo sarcoplasmico en este efecto relajante de la
insulina.

La insulina no fue capaz de afectar las respuestas a Ang |l o a AVP cuan-
do se realizé una contraccion anica con dichos agonistas, precedida de la pre-
incubacién con la hormona.

Se ha reportado que la sintetasa de NO del endotelio (eNOS) es estimula-
da por varias sustancias vasoactivas fisiolégicas como acetilcolina, bradiquinina,
angiotensina ll, vasopresina, histamina, norepinefrina, serotonina, endotelina-1 y
trombina. Todos los agonistas actGan a través de aumentar el Ca®* citosélico en el
endotelio que unido a calmodulina resulta en activacién de la eNOS; el aumento

rapido de esta actividad enzimatica no requiere de sintesis proteica (92). Dado
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que las estimulaciones con Angll y AVP producen contracciones que estan ate-
nuadas por la liberacién simultanea de NO (93-95), utilizamos L-NAME como un
inhibidor de la eNOS para evaluar si este compuesto vasorrelajante estaba en-
mascarando un posible efecto vasoconstrictor de la insulina sobre las respuestas
de los anillos de aorta a estos agonistas. Como se esperaba, el tratamiento con L-
NAME produjo un aumento del 75% en la F max de las respuestas control a Ang
Il, y de un 30% en la F max de las respuestas control a AVP. Ademas, la relaja-
cion espontanea fue disminuida en el caso de Ang Il, y muy disminuida o total-
mente eliminada en el caso de AVP. La preincubaciéon con 40 yU/ml de insulina
no tuvo un efecto adicional al del L-NAME sobre la F max o los parametros de
relajacion de las contracciones por Ang |l o AVP, por lo que en contracciones uni-
cas por estos agonistas no se pudieron demostrar efectos de la insulina similares
a los vistos en una doble estimulacién.

Las discrepancias entre los resultados de contracciones unicas y los de dos
contracciones sucesivas podrian explicarse en base a la naturaleza del proceso
de la taquifilaxia. Se ha descripto que la internalizacién o la fosforilacién de los
receptores de Ang Il seria responsable de la taquifilaxia, y que cerca del 25% de
los receptores endocitados podrian reciclarse nuevamente hacia la membrana
plasmatica (96). La internalizacién de receptores también ha sido observada en el
caso de AVP, y se ha demostrado en células aisladas de aorta de rata que los
receptores internalizados pueden retornar luego a la membrana plasmatica (97), o
sea que la endocitosis también podria estar involucrada en la taquifilaxia a AVP.
Una posible explicacion para la disminucién de la taquifilaxia inducida por la insu-
lina seria el suponer que el tratamiento con la hormona luego de una primera
contraccion podria haber acelerado su retorno desde el citosol a la membrana

celular, y de esa manera aumentar la respuesta a una segunda estimulacién con
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el agonista. Hay trabajos que demostraron un efecto similar de la insulina en mus-
culo esquelético aumentando la traslocacion de las subunidades de la Na*/K*-

ATPasa desde el citosol a la membrana plasmatica (98,99).

A diferencia de lo ocurrido en las aortas de rata, la fuerza de la segunda
contraccion por Ang Il en vena safena humana no fue distinta de la primera, o
sea que no se observé taquifilaxia, aunque hay experimentos en la bibliografia en
los que se ha podido demostrar la presencia de taquifilaxia a Angll en anillos de
vena safena humana denudados de endotelio (100). La preincubacién con insuli-
na no produjo modificaciones en la F max en el grupo de venas de pacientes
normotensos ni en el grupo de venas de pacientes hipertensos, lo que estaria
avalando la hipétesis de que el efecto de la insulina se manifiesta s6lo cuando hay
taquifilaxia a Ang Il. Sin embargo, en el grupo hipertenso la preincubacién con 40
HU/ml de insulina aumenté la velocidad de relajacién de las segundas contraccio-
nes por Ang Il, siendo la disminucion del t1, de relajacién significativamente dife-
rente del de los hipertensos sin insulina y del grupo normotenso con insulina; este
resultado permite sugerir una mayor relevancia de los mecanismos modificados
por insulina en las relajaciones de venas de pacientes hipertensos. Se sabe que
en aortas de ratas hipertensas espontaneas (SHR) la captacién de Ca% y la acti-
vidad de la Ca-ATPasa de la membrana plasmatica es menor que en la de sus
controles normotensos (ratas WKY) (101,102). Es posible, entonces, que el au-
mento de la relajacion producido por la preincubacién con insulina en los hiper-
tensos se deba a una estimulacion del secuestro de Ca?* por el reticulo sarco-
plasmico producido por la hormona. No esta claro, sin embargo, por qué los hi-
pertensos sin insulina no presentan diferencias con los normotensos (que si se

equiparan con las ratas WKY deberian tener valores de relajacion mayores a los
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de los hipertensos), o por qué la insulina no modifica los valores de los parame-

tros de normotensos.

- experimentos radioisotopicos:

Los resultados obtenidos en los minutos iniciales permiten sugerir que la
insulina a dosis bajas estimula la captacion de Ca?* por el reticulo sarco-
plasmico, lo cual favoreceria la relajacion del vaso. No se pudo demostrar, sin
embargo, que se altere el valor de captacién maxima, de forma que estos resulta-
dos estarian en contra de la propuesta de que la insulina determina que haya un
depdésito con mayor cantidad de Ca®* para ser liberado ante la estimulacién con
agonistas y asi favorecer la contracciéon del preparado. Una posibilidad es que el
pretratamiento con insulina, ademas de aumentar la expresién de la Ca-ATPasa
reticular, modifique la expresion o la actividad de los canales de Ca?* del reticulo
sarcoplasmico, de forma que ademas de aumentar la captacion de Ca?* incre-
mentara el eflujo, lo que impediria demostrar un aumento de la cantidad de Ca*
total retenido por el reticulo. Sin embargo, como se observé en los datos de cap-
tacion luego de la preincubacion con dosis altas de insulina (discutidos mas ade-
lante), el bloqueo de los canales del reticulo durante la captacién no hizo surgir un

efecto de la insulina enmascarado por un aumento simultaneo del eflujo de Ca?".

e una sola estimulacién con Ang Il, AVP o ET;:

- dosis bajas de insulina con v sin inhibicién de la sintesis de NO:

Se sabe que la insulina puede contribuir a la vasorrelajacion inducida por la
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liberacion de NO a partir del endotelio. La vasodilatacion mediada por la insulina
en la vasculatura del antebrazo humano parece depender de la liberacién tanto de
NO como de prostaglandinas (33). Arteriolas aisladas de musculo esquelético de
rata fueron relajadas por la insulina de forma dependiente del NO (32), y se ha
visto que dosis de insulina 1.000 - 10.000 veces mayores que las usadas en
nuestros estudios produjeron aumentos en el Ca ?* citosélico endotelial en la aorta
de rata, seguido de una disminucién del tono de reposo (103).

Durante el periodo de preincubacién determinamos si dosis fisiolégicas
de insulina eran capaces de relajar el tono de reposo de anillos intactos de
aorta de rata, ya sea a través del NO o de un mecanismo independiente del mis-
mo. Alternativamente, probamos si la inhibicion del NO era capaz de poner de
manifiesto un rol presor de esta hormona. Utilizando 40 o 160 yU/ml de insulina
no pudimos demostrar una disminucién en el tono de reposo de anillos aérticos. El
tratamiento con L-NAME aumenté el tono unas tres veces, indicando que el NO
ejerce una inhibicién ténica del mismo. La preincubacién con insulina no tuvo un
efecto adicional al del L-NAME. Esto sugiere que, en nuestras condiciones expe-
rimentales, dosis fisiolégicas de insulina no afectan el tono de reposo de anillos de

aorta de rata, ya sea por mecanismos dependientes o independientes del NO.

Como ya se ha dicho, a diferencia de lo encontrado para dos estimulacio-
nes sucesivas con Ang |l o AVP, la preincubacion con 40 o con 160 pU/ml de
insulina no modificé las contracciones desarrolladas por una sola estimula-
cion con Ang Il en aorta de rata. El tratamiento con L-NAME aument6 significa-
tivamente la fuerza desarrollada por la Ang Il en el grupo control, y también dismi-
nuyé6 su velocidad de relajacion, lo que confirma que durante la estimulacién con

este agonista hay una liberacion simultanea de NO por parte del endotelio y/o las
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propias células del MLV que tiende a disminuir la fuerza generada y a acelerar la
recuperacion de los valores de reposo. El tratamiento con 40 o con 160 pU/ml de
insulina en presencia de L-NAME produjo una tendencia (aunque no significativa)
a desarrollar menos fuerza durante la estimulacion con Ang |l que cuando se apli-
c6 solamente L-NAME. Esto podria deberse a que la insulina actie activando al-
gun mecanismo de relajaciéon independiente del NO.

Al igual que lo ocurrido para el caso de Ang Il, ninguna de las dos dosis
bajas de insulina tuvo efecto sobre el desarrollo de la fuerza producida por
AVP en el caso de una sola contraccion en aorta de rata.

El L-NAME potencié siginificativamente las contracciones por AVP, por lo
que también en el caso de este agonista se pudo comprobar la liberacion simulta-
nea de NO que atenua la contraccion. La dosis menor de insulina no modificé las
respuestas en presencia de L-NAME, pero en el grupo tratado con 160 pU/ml de
insulina el L-NAME no fue capaz de potenciar la F max. Esto, que ya se habia
observado como una tendencia en el caso de la Ang Il, indica que a estas dosis la
insulina es capaz de estimular la liberacién o la accién de un factor relajante dis-
tinto del NO cuyo efecto no puede apreciarse en los grupos sin L-NAME, debido

probablemente a la presencia simultanea del potente vasorrelajante NO.

Al unirse a receptores de tipo ETa, la ET4 produce contraccion del musculo
liso vascular, mientras que su unién a receptores ETg; en las células endoteliales
estimula la liberacién de NO y de PGI,, que promueven la vasorrelajacion (104).
La preincubacién con insulina de células de musculo liso vascular aisladas produ-
ce un aumento de la expresion de los receptores ETa (27); esto, a su vez, podria
potenciar la respuesta contractil de los miocitos a la ET41. Sin embargo, nuestros

resultados muestran que la insulina no afecta la F max de las contracciones
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producidas por este agonista en aorta de rata. Es de hacer notar que en un
preparado como el nuestro, que contiene endotelio intacto, la insulina podria au-
mentar también la expresion de receptores ETgy en las células endoteliales, la
activacion de los cuales estimula la sintesis de factores relajantes, enmascarando
esto la respuesta debida al aumento de receptores ETa en el musculo liso del va-
so. Para confirmar esta hipétesis se repitieron los experimentos agregando L-
NAME con el objetivo de inhibir la sintesis de NO. De los resultados experimen-
tales se ve que la falta del factor relajante endotelial potencié significativamente la
fuerza maxima desarrollada por ET4 tanto en el grupo control como en el tratado
con 40 pU/ml de insulina, pero éstos no difirieron entre si, por lo que tampoco en
estas condiciones se puso de manifiesto un efecto derivado del aumento de la
sintesis de los receptores ETa. Por el contrario, los valores de F max del grupo
incubado con 160 pU/ml de insulina en presencia de L-NAME fueron significati-
vamente menores que los del grupo con L-NAME sin insulina, lo que permite su-
gerir que, como ya se dijo para AVP, la insulina activaria algan mecanismo ate-
nuador de la contracciéon que sélo puede ser observado cuando se ha inhibido la
sintesis del NO. Cuando los experimentos se repitieron en presencia de indome-
tacina, un inhibidor de la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos a través de la
ruta de la ciclooxigenasa, el efecto relajante de la insulina sobre las contracciones
por ET y por AVP desaparecid, por lo que es posible sugerir que la atenuacion de
la contraccion observada se debia a la estimulaciéon por parte de la insulina de la
liberacién y/o de la accién de un agente vasodilatador derivado del acido araqui-

dénico, como la PGl,.

Estudios con radioligandos demostraron que la ET¢ es un ligando irreversi-

ble ya que la vida media de la disociacién del complejo ligando/receptor es mayor
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de 100 hs. (105). Por esta razoén las contracciones por ET; se relajaron farmaco-
logicamente con cafeina. La insulina no modificé las relajaciones inducidas
por cafeina en las contracciones por ETy ; se observé una disminucion de la
relajacion en los tres grupos tratados con L-NAME, con significacion estadistica
solo en los anillos pretratados con insulina 40 pU/ml, lo que sugiere que la relaja-
cion por cafeina tiene un componente dependiente del endotelio, similar al des-
cripto en las relajaciones inducidas por esta sustancia de contracciones produci-

das por fenilefrina (106).

- dosis alta de insulina con y sin inhibicién de |a sintesis de NO:

Varios trabajos han sugerido la participacién de la ET; en la produccién de
hipertensién arterial (107). En ratas con hipertension arterial por hiperinsulinemia
se ha demostrado una correlacién positiva significativa entre niveles de ET4 en el
tejido vascular y niveles de presién sanguinea (108).

Se discuten a continuacion los resultados obtenidos utilizando dosis de in-

sulina similares a las encontradas en ratas con hiperinsulinemia.

La F max inducida por ET; o AVP en aorta de rata no fue afectada por la
preincubacion con la hormona a dosis hiperinsulinémicas, un resultado simi-
lar al ya hallado con dosis menores de insulina. Por otro lado, aparecié un efecto
de la insulina hasta ahora no observado: la preincubacién con 500 pU/ml de
insulina potencioé la velocidad de desarrollo de la fuerza en las contraccio-
nes por ET, (disminuyé el t1» de contraccién). Este efecto de la insulina pudo ser
bloqueado por el tratamiento con genisteina, como se hubiera esperado para un
mecanismo mediado por la actividad tirosin quinasa del receptor de insulina o del

receptor del IGF,.
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La inhibicién de la sintesis de NO con L-NAME potencié la F max de las
contracciones por ET; y por AVP en forma similar a lo ya observado en experi-
mentos previos. La ausencia de NO aumenté la velocidad de desarrollo de la
fuerza por ETj, y la estimulacién de este parametro por la preincubacioén con insu-
lina fue mas notoria que en presencia de NO. Se demostr6, ademas, que este
efecto de la insulina dependia de fosforilaciones en tirosina ya que fue inhibido
por la presencia de genisteina.

De forma similar a lo ya dicho para la dosis de 160 pU/ml, la preincuba-
cion con 500 pU/mli de insulina puso de manifiesto un efecto relajante cuan-
do la sintesis de NO estaba inhibida: las contracciones por ET, y AVP alcanza-
ron valores menores que en ausencia de insulina (~20% y ~25% respectivamen-

te).

Los efectos relajantes de la insulina sobre las contracciones por AVP fue-
ron sensibles a la inhibicion de tirosin quinasas con genisteina, confirmando que
éstos se producen a través de la unién de la insulina a su propio receptor o al re-
ceptor de IGF,. Por otro lado, en el caso de las contracciones por ET, los efectos
de la insulina sobre la F max se bloquearon sélo parcialmente por la genisteina,
mientras que, como ya se dijo, los efectos sobre el t;; de contraccidn se bloquea-
ron completamente. Esto no implica necesariamente que las acciones de la insuli-
na no sean totalmente dependientes de fosforilaciones en tirosina, ya que se ha
descripto que la genisteina puede no ser capaz de bloquear todos los efectos tiro-

sin-quinasa dependientes de la insulina (109).

La inhibicién de la ciclooxigenasa con indometacina eliminé la atenuaciéon
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de las contracciones por ET; y por AVP producida por la insulina 500 pU/ml en
presencia de L-NAME, lo que confirma las observaciones con 160 pU/ml, y sugie-
re que la PGI; estaria involucrada en los efectos de la hormona. En el caso de la
ET,, los experimentos en los cuales se midié simultaneamente la captacion de
45Ca?* por el tejido sugieren que la atenuacion de la fuerza observada no se debi6

a una disminucion del influjo de Ca®* desde el medio extracelular.

No esta claro el por qué no pudimos observar vasodilatacion sin inhibicion
de la sintesis de NO. Una posibilidad es que el NO sea el principal responsable de
la vasodilatacién dependiente de endotelio en este vaso, de manera que el com-
ponente vasorrelajante dependiente de las prostaglandinas fuera muy pequefio o
inexistente en presencia de NO. A favor de esta hipétesis es el hecho de que las
prostaglandinas podrian actuar en algunos tejidos a través del GMPc (110), el
mismo segundo mensajero utilizado por el NO, de forma que si los efectos del
GMPc fueran activados en forma maxima por la ET; o la AVP a través del NO, un
aumento en la sintesis o accién de la PGI; podria pasar desapercibido. Otra posi-
bilidad seria que, como se ha observado en musculo liso de utero de ratas trata-
das con progesterona (111), el NO inhibiera la sintesis de prostaglandinas, de
forma que los efectos de la insulina sobre PGI, se observarian mejor en presencia
de L-NAME.

La insulina estimula la liberacién de prostaglandinas in vivo en el antebra-
zo humano, pero de una forma dependiente de NO (33), mientras que nosotros
observamos un efecto independiente del NO. La vasodilatacion inducida por la
insulina en arterias retinales de cerdo (46) y en arterias de cremaster de rata (32)
es dependiente del NO, y en estos vasos el tratamiento con indometacina no tuvo

efectos, o sea que la relajacion inducida por la hormona no estaba mediada por
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prostaglandinas. Es evidente, entonces, que hay diferencias entre especies y na-
turaleza del vaso en los efectos relajantes de la insulina, y también es posible que
dichos efectos dependan del tipo de agonista utilizado para producir la contrac-
cion. Nuestros datos muestran efectos relajantes de la preincubacion con
insulina a dosis normo e hiperinsulinémicas sobre aorta de rata contraida
con ET4 o AVP, no mediados por NO, pero si por PGl..

La relajacién dependiente de endotelio parece estar afectada tanto en la
diabetes mellitus insulino-dependiente (DMID) como en la diabetes mellitus no
insulino-dependiente (DMNID) (112,113). Se encontré que en el caso de pacien-
tes con DMNID las vasorrelajaciones inducidas por acetil colina o por metacolina
estaban disminuidas, y esto se debia a una disfuncién endotelial, ya que la relaja-
cion con nitroprusiato era normal (114); sin embargo, otros investigadores han
hallado alteraciones en la respuesta del musculo liso vascular a los vasodilatado-
res (115,116). El rol de los productos de la ciclooxigenasa en la diabetes, tanto
vasodilatadores como vasoconstrictores, no ha sido completamente aclarado, pe-
ro parece ser que no siempre son afectados por esta patologia. Hay resultados en
la literatura que sugieren que no contribuyen al deterioro de la vasodilatacion ob-
servado en la diabetes (117,118), pero también se ha descripto que los metaboli-
tos vasoconstrictores de la ciclooxigenasa podrian ser en parte responsables de
esta alteracién (119,120). Teniendo en cuenta todos estos datos, el aumento in-
ducido por la insulina de la liberacién de prostanoides vasodilatadores que noso-
tros observamos podria ser relevante en el caso de pacientes hiperinsulinémicos
con una produccion o una respuesta anormal al NO, pero con una actividad nor-

mal de la ruta de la ciclooxigenasa.

Los resultados obtenidos en la arteria de la cola de rata difieren de los de
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la aorta en el hecho de que se pudo observar un aumento de la F max induci-
do por la preincubacion con insulina en las contracciones por ET4. Dado el
antecedente en aorta de rata, es probable que esto se deba a que la insulina fue
capaz de estimular la expresién o la respuesta de los receptores para ET4 en las
células musculares lisas de la arteria de la cola de rata, o alternativamente produ-
cir un aumento en la liberacién o en la accion de algun factor vasoconstrictor en-
dotelial. El tratamiento con indometacina eliminé estos efectos vasocosntrictores
de la insulina en la arteria de la cola, lo que sugiere que éstos se debian a un
factor contrayente derivado del metabolismo del acido araquidénico, probable-

mente TXA,.

o liberaciéon de NO inducida por ACh:

La infusién de insulina en humanos es capaz de producir vasodilataciéon de
las arteriolas del musculo esquelético de los miembros inducida por liberacién en-
dotelial de NO, lo que se evidencia por un aumento del flujo sanguineo (31). Este
efecto también ha sido comprobado in vitro en arteriolas aisladas (32). En aorta
de rata, hay antecedentes que indican que la insulina es capaz de producir libera-
cion de NO. El agregado agudo de dosis crecientes de insulina (1 a 120 mU/ml)
produjo una relajaciéon dosis dependiente de contracciones por NA, un efecto que
fue atenuado por la eliminacién del endotelio o la inhibicion de la sintesis de NO
(103).

En nuestro preparado no pudimos demostrar que la insulina produjera un
aumento de la liberacidon de NO inducida por la ACh, aunque hubo una tendencia
a que los anillos preincubados con la hormona se relajasen mas. Es posible que

la diferencia se deba a que la dosis de insulina utilizada en nuestros estudios es la
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mitad de la dosis menor con la cual se ha reportado el efecto relajante al agregar
insulina sobre contracciones previas (103). Ademas, es posible que la preincuba-
cion con la hormona no haya afectado los mecanismos puestos en juego en forma
aguda por la insulina. Por ultimo, es también probable que el efecto de la insulina
sobre la liberaciéon de NO no sea muy importante en una arteria de conduccion

como la aorta.

¢ estudio detallado de los efectos de la insulina sobre contracciones por ET;:

La ET, activa varios mecanismos celulares para producir la contracciéon del
musculo liso vascular (121). La accién primaria de ET4 a concentraciones nano-
molares es activar la fosfolipasa C (PLC) (122) induciendo aumento del inositol
trifosfato (IP3) que libera Ca?* del reticulo sarcoplasmico; este mecanismo produ-
ce un desarrollo de fuerza fasico inicial que es seguido por una contraccién soste-
nida mediada por la entrada de Ca®* externo y por la activacion de la PKC via el
diacilglicerol (DAG); este compuesto producido por la activacién de PLC y fosfoli-
pasa D (PLD) promueve la contraccién aumentanto la sensibilidad al Ca®* de las
proteinas contractiles (123). El esquema de la Figura 29 sefala los mecanismos
estudiados luego de la preincubacion con insulina para determinar si son respon-
sables de los efectos que esta hormona tiene sobre las contracciones inducidas
por ET4. También se indican los tres factores vasoactivos derivados del endotelio
que fueron investigados como posibles mediadores de estos efectos de la insuli-

na.
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Fig 29: El esquema seiiala (*) los mecanismos que participan en las contracciones producidas por
ET: que fueron investigados en este trabajo como posibles mediadores de los efectos de

insulina en la modificacion de la respuesta del masculo liso vascular a este agonista.

La ET, también activa la fosfolipasa A, que produce la formacién de meta-
bolitos del acido araquidénico, incluidos los leucotrienos, las prostaglandinas y los
tromboxanos. Estos efectos son mediados por activacion de receptores ETa y ETg

acoplados a proteina G o directamente por aumento del Ca®* intracelular (124).

Se estudid la participacion de algunos de estos mecanismos (marcados
con asterisco en la Figura 29) en los efectos potenciadores de las contracciones
por ET, producidos por la preincubacion con dosis altas de insulina: aumento de

la velocidad de relajacion en aorta, y aumento de la fuerza desarrollada en la arte-
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ria de la cola.

En lo que respecta a los efectos de concentraciones hiperinsulinémicas
sobre las contracciones por ET; en la aorta de rata, una posible explicacién
para nuestros resultados seria el suponer que la insulina estimula las rutas de
transduccién de sefales de la ET4, en la cual ya se ha descripto la participacion
de tirosin quinasas (125,126). Nuestros datos experimentales estan de acuerdo
con el hecho de que la fosforilacidn en restos de tirosina es uno de los mecanis-
mos utilizados en el acoplamiento excitacién-contracciéon de la ET4, como lo de-
muestra la disminucion tanto de la F max como de la velocidad del desarrollo de
la fuerza en las preparaciones control tratadas con genisteina. Sin embargo, la
exposicion aguda a la insulina, que también deberia haber estimulado una ruta
dependiente de fosforilaciones en tirosina, no afect6é las contracciones inducidas
por ET4. Este resultado, por lo tanto, no es compatible con el concepto de una
interaccion directa entre las rutas de transduccién de sefales de la insulina y de la
ET:. El hecho de que se necesite un tiempo mas prolongado para que se expre-
sen los efectos de la hormona sugiere que éstos estarian mediados por la sintesis
de nuevas proteinas. Se sabe que la preincubacién con insulina estimula la ex-
presion de receptores para ET del tipo ETa en células de musculo liso vascular en
cultivo (27), y un mayor numero de receptores podria explicar el que la insulina
aumentase la velocidad de desarrollo de la fuerza contractil. Sin embargo, si la
insulina aumentara el nimero de receptores ETa, deberiamos haber tenido tam-
bién un aumento de la F max luego de la preincubacién, a no ser que esta res-
puesta estuviera enmascarada por un efecto relajante simultaneo de la insulina.
Con nuestros experimentos no se puede discernir si la insulina produce un au-

mento de |la expresion de los receptores para ET4 o si estimula la sintesis de otras
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proteinas involucradas en la regulaciéon de la contraccién del musculo liso vascu-
lar. Tenemos si evidencias de que la liberacion de Ca®* desde depésitos intrace-
lulares participa en el aumento que la insulina induce sobre la velocidad de desa-
rrollo de la fuerza en contracciones por ETj;.

El tratamiento con rianodina o con tapsigargina elimina la participaciéon en
la contraccién del Ca®* proveniente del reticulo sarcoplasmico. En estas condicio-
nes, la insulina no fue capaz de aumentar la velocidad de las contracciones por
ET:. En cambio, en los experimentos realizados en ausencia de Ca? externo se
muestra que la insulina si es capaz de potenciar tanto la velocidad de desarrollo
de la fuerza por ET; como la F max, siendo en este caso la contraccién depen-
diente sélo de la liberacion de Ca?* desde el reticulo sarcoplasmico. Estos datos
indican que la preicubacién con la hormona aumenté la liberacion de Ca** a partir
de depésitos intracelulares inducida por la ET4. Este efecto no dependeria de un
aumento en la cantidad de Ca*" acumulado en el reticulo sarcoplasmico por ac-
cion de la insulina, ya que nuestros resultados muestran que las contracciones
por cafeina 3 mM no son potenciadas por la preincubaciéon con insulina, como
tampoco lo es la captacion maxima de “*Ca* por el reticulo sarcoplasmico en
segmentos vasculares preincubados con la hormona. Tomados en conjunto, estos
resultados permiten sugerir que el aumento de la velocidad de contraccion para
ET dado por la preincubacion con insulina se deberia a una potenciacién de la
capacidad de dicho agonista para producir la salida de Ca®" desde los depdsitos
intracelulares, ya sea mediante algun efecto sobre su ruta de transduccién de se-
fales, por la liberacion de algun otro factor contrayente por parte del endotelio, o
por una combinacion de ambas posibilidades.

La inhibicién de la sintesis de NO potencia las contracciones inducidas por

ET; en ausencia de Ca®* externo, pero la insulina no tiene un efecto adicional
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sobre las mismas. Este resultado sugiere que: (a) en ausencia de NO la respuesta
debida a la liberaciéon de calcio intracelular es maxima y la insulina no puede in-
crementarla mas, o (b) la presencia de NO es necesaria para que el efecto de in-
sulina per se o a través de factores derivados del endotelio se manifiesten. Esta
altima alternativa seria coincidente con la eliminacién del efecto potenciador de la
insulina sobre contracciones de ETy que observamos en la arteria de la cola de la
rata cuando la sintesis de NO esta inhibida.

En células de musculo liso de aorta de rata en cultivo se midi6 la variacién
en el nivel de Ca®* intracelular inducida por ET; a la misma concentracion utilizada
en nuestros experimentos. La preincubaciéon con insulina 100 nM (dosis 33 veces
mayor que la de 500 pU/ml) durante 24 hs. aumentd el pico de Ca®* inducido por
ET, y el efecto fue atribuido a la mayor expresién de receptores ETa producido
por la preincubaciéon con la hormona (29). Por otra parte, en células de musculo
liso aisladas de arteria coronaria de cerdo y preincubadas con dosis fisiolégicas
de insulina (300 pM) durante 20 minutos, se describié una disminucion del au-
mento de Ca?* intracelular al estimular con ET; 0,01 HM. Si bien el resultado es
opuesto al descripto por nosotros con dosis hiperinsulinémicas y preincubacién
durante dos horas, el mismo trabajo demuestra que los efectos de insulina son
mediados por la reduccion en la liberacién de Ca®* de depositos intracelulares ya
que se detectan en ausencia de Ca?* externo; por otra parte demuestra que la
preincubacién con insulina no afecta los aumentos transitorios de Ca?* inducidos
por cafeina ni el contenido de Ca®* de los depésitos intracelulares (28). Es decir,
la insulina produce dos efectos opuestos sobre el Ca?" intracelular que moviliza la
ET,, pero ambos coinciden en que son mediados por la liberacién de Ca?* desde
el reticulo sarcoplasmico, no son dependientes de la carga de calcio del depoésito

ni de los canales sensibles a cafeina. La propuesta es que la insulina modifica la
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produccién de IP; o el efecto de IP; sobre los canales del reticulo sarcoplasmico
para alterar la respuesta a ET4 (29).

En aorta de rata las contracciones por ET; son atenuadas por inhibidores
de PKC como la staurosporina, la floretina y el H-7 (127). Usamos cheleritrina pa-
ra estudiar si la PKC estaba involucrada en el efecto potenciador de las contrac-
ciones por ET, dependiente de la preincubacion con insulina. La inhibiciéon de la
actividad de la PKC suprimi6 el aumento en la velocidad de desarrollo de fuerza lo
cual sugiere que mecanismos regulados por fosforilaciones dependientes de esta
quinasa son mediadores de los efectos de insulina.

En la arteria de la cola de rata observamos un efecto potenciador de la
fuerza dado por la insulina, y comprobamos que éste desaparecia en presencia
de indometacina, sugiriendo un efecto dependiente de un vasoconstrictor derivado
del acido araquidénico, como el TXA;. El inhibidor especifico de los receptores de
TXAz, SQ 25.548, permitié confirmar que este prostanoide era el responsable del
aumento de la fuerza contractil producido por la insulina. La preincubacién con la
hormona podria haber generado un aumento de la capacidad de la ET4 de liberar
TXA,, un aumento de la cantidad de receptores para este vasoconstrictor en el
musculo liso, o ambos. El origen mas probable del TXA; es la célula endotelial,
aunque nuestros experimentos no nos permiten diferenciar si este factor efecti-
vamente proviene del endotelio o si la insulina estimula la produccion de prosta-
noides por parte de la propia célula muscular lisa.

El NO juega un papel importante en los efectos de la insulina en la arteria
de la cola. Cuando se inhibi6 la sintesis de este compuesto con el L-NAME, no se
observé el aumento de la fuerza contractil producido por la insulina, lo que indica
que la presencia de NO es necesaria para que se produzca el aumento en la libe-

racion o la accion del TXA,. En células de musculo liso uterino en cultivo se ha
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observado una interaccién entre el NO y los prostanoides: la presencia de NO fue
necesaria para que en células uterinas obtenidas de ratas estrogenizadas se pro-
dujera la prostaglandina vasoconstrictora PGE, ya que la inhibicién del NO pro-
dujo una disminucién en su sintesis, mientras que donores exégenos de NO como
el nitroprusiato de sodio la aumentaron (111). También se ha probado que el NO
es necesario para que en celulas de muasculo liso vascular se produzca la libera-

cion de prostaglandina E; (PGE;) inducida por la interleuquina-1 (128).
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4. ESTUDIOS ELECTROFISIOLOGICOS EN CELULAS DE MUS-

CULO LISO EN CULTIVO.

4.1 ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Como se describié en la introduccién, se sabe que la insulina es capaz de
afectar de varias formas a las células de musculo liso vascular; sin embargo sus
efectos sobre los canales de Ca** de la membrana plasmatica no han sido com-
pletamente aclarados. Varios trabajos han estudiado el papel de la insulina sobre
estos canales en forma indirecta, por ejemplo, mediante la medida de los efectos
de la hormona sobre los aumentos transitorios de Ca®* en el citosol inducidos por
agonistas (43-45), o a través de determinar su modificacién por diversos blo-
queantes de los canales de ca® (46,47). Sin embargo, los trabajos que midieron
directamente las corrientes con técnicas electrofisiolégicas son escasos.

Mediante la técnica de patch-clamp es posible medir las corrientes que cir-
culan a través de los canales idnicos presentes en la membrana plasmatica de
una célula aislada. Nuestro objetivo fue utilizar esta técnica para estudiar los
efectos de la insulina sobre las corrientes que fluyen a través de los canales de
ca* voltaje activados de tipo L (Ica)) en musculo liso vascular, con el objetivo de
correlacionar estos resultados con los obtenidos en los experimentos mecanicos.
Se realizaron experimentos en células de musculo liso aértico en cultivo preincu-
bandolas durante 2 0 24 hs con 500 yU/ml de insulina; también se investigaron

los efectos agudos de la insulina sobre las corrientes registradas.

4.2 METODOLOGIA
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Se utilizaron células A7r5, una linea celular derivada de musculo liso vas-
cular de aorta de rata, cultivadas en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) a 37° C en una atmosfera con 5% de CO,. El medio de cultivo contenia
10% de suero fetal bovino (SFB), 100 U/ml de penicilina-G y 100 ug/ml de sulfato
de estreptomicina. Como se explica luego, algunos de los experimentos se lleva-
ron a cabo en células confluentes (que cubrian el 100% de la superficie de la caja
de cultivo), mientras que para otros experimentos se repicaron células en DMEM
con soélo 0,5% de SFB y se utilizaron antes de que fueran confluentes (que cubrie-
ran no mas de 15-20% de la superficie de cultivo). El dia de cada experimento,
las células fueron tratadas durante 2 minutos con una solucién de tripsina al
0,05% para separarlas. Luego de esto se dejaron a 37° C con 5% de CO, en
DMEM sin SFB hasta el momento de utilizarlas (1-5 hs después) para mantener-
las separadas y para detener el ciclo celular, que podria haber causado variacio-
nes en las lcaq).

Los experimentos se llevaron a cabo con la configuracién de célula entera
(whole-cell) en modo de fijacién del voltaje (voltage clamp). Las células aisladas
se colocaron en una cdmara montada sobre la platina de un microscopio invertido
que fue perfundida constantemente con una solucion “extracelular” de la siguiente
composicién (en mM): Cl,Ba 5, cloruro de tetraetilamionio (TEA-CI) 130, HEPES
10 (pH 7,4), Cl,Mg 1, 4-aminopiridina 5 y glucosa 10. Con tubos capilares de vi-
drio se fabricaron micropipetas con una punta de unos 2-4 ym de diametro. Un
alambre de Ag-CIAg conectado al sistema registrador se introdujo en la micropi-
peta que se llen6é con una solucion “intracelular” de la siguiente composicion (en
mM): OHCs 104, CICs 40,5, L-glutamato 80, Ci,Mg 1,0, EGTA 10, HEPES 10 (pH
7,2) y ATPNa;5,0. La composicion de las soluciones del bafio y del microelectro-

do fueron las adecuadas para registrar corrientes a través de canales de Ca®": se
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utilizé Ba** como transportador de carga para tener una corriente mayor, y para
evitar la inhibicién de los canales por el Ca®* intracelular. Mediante movimientos
realizados con un micromanipulador se tocd la superficie celular con la punta del
microelectrodo y se efectud una suave succidn para generar una unién de alta
resitencia eléctrica (“sello”) entre el vidrio de la pipeta y la membrana celular.
Mediante una succion adicional se rompid la porcion de membrana bajo la punta
de la pipeta, logrando asi una comunicacién eléctrica con el citoplasma celular

(configuracion de whole-cell).

canal
idnico
pipeta v

S

/ aproximacion a

- : . la célula
-~

formacion del sello

Succién

“Whole-cell” T, l | 40 mV

IBa(L) 50 ms

registro de la corriente

Fig 30: Esquema de la obtencién de la configuraciéon de “whole-cell” para medir corrientes a tra-
vés de los canales idnicos en la membrana plasmatica.
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Se indujeron y registraron corrientes a través de los canales de Ca** me-
diante la aplicacion a la célula de pulsos de corriente despolarizante de 300 ms
de duracién desde un potencial de reposo fijo (holding potential) de -40 mV hasta
distintos potenciales finales dependiendo del protocolo experimental. El potencial
de reposo utilizado excluye la participaciéon de canales de Ca* de tipo T, asi que
los canales de tipo L se consideran responsables de la corriente. La corriente ca-
pacitiva y la corriente de fuga (leak) se sustrajeron de los registros mediante un
protocolo P/4. Se filtraron las corrientes con una frecuencia de 1 kHz y se adqui-
rieron a una frecuencia de 2,5 kHz. El valor de |la capacitancia de la membrana
plasmatica se calcul6é a partir de la corriente generada por un pulso triangular, y
los resultados de los experimentos se expresaron como densidad de corriente
(valor de la corriente / capacitancia de la membrana) para minimizar la variabili-
dad debida a las diferencias en el tamario de las células. Con los valores de den-
sidad de corriente al pico se construyeron curvas corriente-potencial (curvas I-V).
El andlisis estadistico se realizé mediante analisis de varianza (ANOVA) utilizando
el test LSD de Fisher, aceptando una p<0,05 para establecer significacién esta-

distica.

4.3 RESULTADOS

e Exposicion aguda a la insulina:

Los experimentos se realizaron luego de que la corriente se estabilizd (ge-
neralmente 1-2 minutos luego de romper la membrana). Se obtuvo una curva |-V

control y luego algunas células se perfundieron con solucién de bafo conteniendo
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500 yU/ml de insulina, mientras que otras se siguieron perfundiendo con la solu-
cion control. Se obtuvieron corrientes aplicando pulsos despolarizantes de 300 ms
hasta +20 mV desde un potencial de reposo de -40 mV cada 2 minutos. La co-

rriente a través de los canales Ca_ disminuy6 gradualmente, un fenémeno cono-

cido como “run-down” (129).
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Fig 31: registros tipicos (A) y datos promediados (C) de corrientes a través de canales Ca, antes y
10 min después de la perfusién con 500 pU/ml de insulina. Curvas |-V control y obtenidas
luego de los 10 minutos de perfusién con insulina (B). Control antes de 0 min: n=20, control
2-10 minutos: n=9, insulina 2-10 minutos: n=11.
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Estudiamos si la insulina era capaz de modificar la velocidad de dicha ate-
nuacion comparando el run-down observado en las células tratadas con la hor-
mona con el medido en las células control. Luego de 10 minutos de perfusion se
obtuvo una segunda curva |-V (Fig 31). Se ve que los 10 minutos de perfusion

con insulina no tuvieron ningun efecto sobre el run-down de las corrientes regis-

tradas.

e Incubacién con insulina por plazos prolongados:

A continuacién de los efectos agudos se estudiaron los efectos de un tra-
tamiento mas prolongado con insulina. La preincubacién de células confluentes
por 2 o por 24 hs con 500 pU/ml de insulina en DMEM con 10% de SFB no modi-
fico las corrientes por los canales Ca(, ya que las curvas |-V post incubacién no
fueron diferentes de sus respectivos controles. En la figura 32 se ven los datos

obtenidos preincubando por 24 hs.
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Fig 32: Curvas |-V luego de 24 hs de incubacion con (n=13) o sin (n=14) insulina en un medio con

10% de SFB.
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Existia la posibilidad de que los factores de crecimiento presentes en el

SFB enmascararan los efectos de la insulina, por lo que los experimentos se repi-
tieron utilizando un medio de cultivo pobre en SFB. Se repicaron células con-
fluentes en placas de DMEM con sélo 0,5% de SFB, y se utilizaron 24 hs des-
pués. Las células no eran confluentes y ocupaban sélo el 10-20% de la superficie
de la placa. Como se ve en la figura 33, luego de 24 hs en este medio pobre en
factores de crecimiento, la densidad de corriente a través de los canales Ca, dis-
minuyé. Cuando las células se repicaron en un medio con 0,5% de SFB con 500

HU/ml de insulina, la atenuacién de las corrientes no se produjo.
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Fig 33: Registros tipicos (A) y curvas I-V (B) controles en un medio con 10% SFB (n=14) y luego de
24 hs de incubacion con (n=15) o sin (n=13) insulina en un medio con 0,5% de SFB.

A continuacién se utilizé genisteina para bloquear la actividad de tirosin
quinasa del receptor de insulina. Como se sabe que la genisteina afecta las co-
rrientes de Ca®* se estudiaron también los efectos de preincubar con esta droga.
Se repicaron células confluentes en DMEM con 0,5% de SFB, con o sin genistei-

na 30 uM, y se midieron las corrientes después de 24 hs. Este inhibidor de tirosin
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quinasas previno la disminucién de las corrientes observadas en los controles de

forma similar a la insulina (Fig 34).
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Fig 34: (A) Curvas |-V controles en un medio con 10% SFB (n=7) y luego de 24 hs de incubacién
con (n=8) o sin (n=7) genisteina en un medio con 0,5% de SFB. (B) Curvas |-V luego de 24
hs de incubacién con genisteina (n=12) o con genisteina e insulina (n=11) en un medio con
0,5% de SFB.

La curva |-V para las células preincubadas durante 24 hs con insulina y
genisteina en DMEM con 0,5% SFB no fue distinta a la de las células control tra-
tadas sélo con genisteina. Como los efectos que la genisteina tenia per se no
difirieron de los de la insulina, no podemos asegurar si nuestros resultados se
deben a que la genisteina no bloqueé el receptor de insulina o al hecho de que

los efectos de la insulina y de la genisteina sobre los canales Ca, no son aditivos.
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4.4 ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Los datos presentes en la bibliografia sobre el efecto de la insulina sobre
los canales de Ca** operados por voltaje del musculo liso vascular son escasos.
En uno de los trabajos se informa que el tratamiento de células A7r5 durante 90
minutos con 100 mU/ml (una dosis 200 veces mayor a la nuestra) produjo un co-
rrimiento hacia la derecha de los primeros puntos de la curva |-V de una corriente
entrante dependiente de Ca®" sin afectar el valor del maximo de corriente (130).
En este mismo estudio se mostré que la insulina era capaz de atenuar los au-
mentos transitorios de Ca** y la corriente entrante inducidos por AVP en forma
dosis dependiente. Hay también algunos datos sobre experimentos en otros teji-
dos diferentes: en células de corazédn embrionario de pollo, 80 pU/ml de insulina
no afectaron la amplitud de la Icag) (131), mientras que dosis mas elevadas (166
HU/ml y 1666 pU/ml) fueron capaces de inhibir una Ica) en pinealocitos de rata
(132).

Nosotros obtuvimos resultados de la influencia de la insulina sobre las co-
rrientes transportadas por Ba®* a través de canales Ca, en células A7r5, linea
derivada de musculo liso aértico de rata. La perfusion de estas células con insuli-
na durante 10 minutos no modificé las curvas |-V ni la disminucién tiempo depen-
diente del pico de la corriente (run-down); por lo tanto, no se pudieron observar
efectos inmediatos de la insulina sobre estas células. Esto no excluye, sin embar-
go, que en un vaso intacto la insulina module agudamente los canales de Ca**
voltaje operados en forma indirecta, por ejemplo, a través de los canales de K* y
su efecto sobre el potencial de membrana (48).

La insulina es también un importante factor de crecimiento en muchos teji-

dos y el musculo liso vascular no es una excepciéon. Esto puede contribuir a la
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hipertrofia vascular en casos de hiperinsulinemia, uno de los posibles nexos entre
la insulina y la hipertension arterial. Células de musculo liso aértico de rata culti-
vadas en un medio con 1% de SFB e insulina crecieron mas rapidamente y llega-
ron antes a la fase estacionaria de crecimiento que células control (en un medio
con 1% de SFB pero sin insulina) (133). Sin embargo, el namero final de células
en un medio suplementado con 10% de SFB fue siempre mayor al nimero en el
medio con 1% de SFB e insulina, por lo que estos autores concluyen que el SFB
contiene otros factores de crecimiento importantes necesarios para los miocitos
vasculares. Un resultado similar se obtuvo con células derivadas de vasos de re-
sistencia mesentéricos de rata, donde la insulina también tuvo un efecto prolifera-
tivo, pero nuevamente menor a aquel producido por 10% de SFB (134). En este
ultimo estudio se encontré también que los efectos de la insulina sobre los mioci-
tos aorticos fue mayor que sobre las células de arterias mesentéricas, o sea que
parece haber heterogeneidad en cuanto al origen del vaso en los efectos tréficos
de la insulina. Se ha demostrado que en células de aorta de rata en cultivo la in-
sulina produce un aumento en la produccion del RNAm del angiotensinégeno, y
que los efectos estimuladores del crecimiento inducidos por la hormona se pue-
den reducir por el bloqueo de los receptores de Ang Il. Por lo tanto, la insulina es
capaz de inducir el crecimiento del musculo liso, al menos en parte, a través de la
activacion de un sistema renina-angiotensina local (135).

Nosotros observamos que esta actividad promotora del crecimiento induci-
da por la insulina afecta a los canales de Ca®* en las células A7r5. Cuando las
células se dejaron por 24 hs en un medio pobre en suero (0,5% SFB), la corriente
de Ba®" a través de los canales Ca, era significativamente menor que la obtenida
en las células cultivadas con 10% de SFB. Esto sugiere que los efectos promoto-

res del crecimiento del SFB potencian la densidad de corriente de los canales
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Ca,. El agregado de insulina a este medio pobre en suero previno la atenuacion
de las corrientes. La insulina parece haber reemplazado la actividad promotora
del crecimiento que se habia perdido al bajar la concentracion de SFB del medio.
Sin embargo, los efectos del SFB y de la insulina no fueron aditivos, ya que la
preincubacién durante 2 o 24 hs con esta hormona en un medio rico en suero
(10% de SFB) no modificé la densidad de corriente de los canales Ca.. A partir
de nuestros resultados no podemos asegurar cual es el mecanismo utilizado por
la insulina para prevenir la atenuaciéon de las corrientes, pero la hipétesis mas
plausible es la de una estimulaciéon de la expresion de dichos canales, sobre todo
sabiendo que la insulina produce un aumento de la expresién de varios meca-

nismos de transporte iénico en el musculo liso vascular (Fig 35).
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Fig 35: Esquema del posible mecanismo de accién de la insulina sobre los canales de Ca*".
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El inhibidor de tirosin quinasas genisteina se utiliz6 para bloquear los
efectos de la insulina sobre las células A7r5. La incubacién con genisteina tuvo
efectos per se sobre la densidad de corriente: el tratamiento por 24 hs con ge-
nisteina previno la atenuacion de la densidad de corriente a través de los canales
Ca, producida por la disminucién de la concentracién de SFB desde 10% a 0,5%
en el medio de cultivo.

La preincubacion con insulina en presencia de genisteina tuvo el mismo
efecto que el tratamiento s6lo con genisteina. Con nuestros resultados no pode-
mos distinguir si ésto se debié a que la genisteina no fue capaz de bloquear la
actividad de tirosin quinasa del receptor de insulina, 0 a que no se pudo observar
el efecto de este bloqueo ya que la genisteina impidié que el valor de la corriente
cayera por el pasaje a 0,5% de SFB.

Los efectos a largo plazo de la genisteina que observamos difieren de los
vistos durante intervenciones agudas. Se ha informado que la inhibicién aguda de
las tirosin quinasas con genisteina produjo una rapida disminucién en la corriente
de Ca* de células de musculo liso vascular (136-138). Este efecto se debid a la
disminucién de la probabilidad de apertura de los canales Ca_ y no a un cambio
en la amplitud de la corriente de canal unico (139). Los autores sugirieron que la
fosforilaciéon ténica de los canales por tirosin quinasas permitia que éstos fueran
activados por la despolarizaciéon, y que la genisteina, al inhibir estas quinasas,
disminuia la probabilidad de apertura del canal. Sin embargo, la genisteina tuvo
efectos duales en miocitos auriculares de gato, donde una rapida inhibicién inicial
de los canales Ca, fue seguida por una estimulacion de la corriente (140). Estos
investigadores propusieron que la genisteina podria estar actuando a través de
dos rutas distintas que competian entre si, una ligada a proteinas de membrana

con actividad de tirosin quinasa y otra en la que estarian involucradas tirosin qui-
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nasas citosélicas. Esto podria explicar el por qué los efectos a largo plazo de la
genisteina que nosotros observamos difieren de los agudos informados en la lite-
ratura.

En resumen, encontramos que la exposicion aguda a la insulina no modifi-
c6 la densidad de corriente a través de canales Ca, en las células A7r5. La prein-
cubacion por 2 0 24 hs con insulina no tuvo efectos sobre la Ica) en un medio
con alta concentraciéon de SFB, mientras que la hormona previno la disminucién
de las corrientes observadas luego de 24 hs en un medio con poco SFB. La ge-
nisteina fue igualmente efectiva que la insulina en la estimulaciéon de las corrien-
tes, pero ya que es un inhibidor de tirosin quinasas, probablemente actie por una

via distinta a la de la insulina.
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5. CONCLUSIONES

Los estudios realizados en este trabajo tuvieron como antecedente directo
la descripcion en células aisladas de modificaciones debidas a la preincubacion
con insulina sobre diferentes mecanismos que regulan la contraccién del musculo

liso vascular.

Nuestro planteo fue investigar si a dosis fisiolégicas o similares a las de un
estado hiperinsulinémico la preincubaciéon con insulina modificaba la actividad
contractil en el tejido vascular intacto, en el cual las células de musculo liso se
hallan bajo la regulacién paracrina del endotelio. No se utilizaron dosis de insulina
que superaran los valores descriptos en la especie utilizada como valores de

ayuno, postprandiales o de estados de hiperinsulinemia.

En tejido con membranas plasmaticas hiperpermeabilizadas por trata-
miento quimico se determinaron los efectos de la preincubacién con insulina so-

bre los depdsitos de Ca** intracelulares.

En células en cultivo derivadas de musculo liso se establecieron los efectos
de la preincubacién con insulina sobre las corrientes de Ca* de los canales de la

membrana plasmatica.

Se utilizé la rata como especie por el antecedente de que en ella la insulina
administrada en forma crénica es capaz de producir hipertension arterial. Los va-
sos fueron estimulados con agonistas fisiologicos, y se estudiaron en detalle las

respuestas a ET¢ por ser este factor derivado del endotelio un posible blanco para
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que la insulina produzca hipertension arterial al aumentar su secrecion y/o la ex-

presion de sus receptores en las células de musculo liso vascular.

La primera conclusion general es que la preincubaciéon con insulina a
dosis fisiolégicas e hiperinsulinémicas modifica mecanismos que pueden traducir-
se tanto en potenciacion de la respuesta contractil como en depresion de la mis-

ma, en tejidos vasculares de la misma especie, y aun en un mismo tipo de vaso.

La segunda conclusion general es que los efectos de la preincubacién
con insulina que se manifiestan en las contracciones inducidas por diversos ago-
nistas son dependientes de fosforilaciones en tirosina, se evidencian con preincu-
baciones de 1 0 2 hs., y no se producen con preincubaciones de 15 minutos; esto

altimo sugiere la activaciéon de sintesis proteica por efectos de la hormona.

La tercera conclusion general es que aquellos efectos de la preincuba-
cion con insulina que son mediados por mayor sintesis y/o efectos de sustancias
derivadas del endotelio tienen una interaccion con la sintesis de éxido nitrico.
Esto nos parece de importancia dado que pacientes con patologia diabética y ra-
tas espontaneamente hipertensas presentan hipofuncién en la sintesis de NO, lo

cual podria revelar o enmascarar efectos contractiles de la insulina.

La cuarta conclusion general es que la insulina es un factor activador de
la expresiéon de los canales de Ca®* de membrana en células de musculo liso

vascular.
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Las conclusiones particulares las podemos clasificar de acuerdo a la do-

sis utilizada:

Dosis fisiologicas de insulina

1. Activacion de la respuesta contractil:

- por disminuir la taquifilaxia a Ang Il y a AVP en aorta de rata. Mecanismo po-
sible: activacién del reciclado de los receptores por la preincubacién con insu-
lina. EI efecto no se produce en vasos donde el agonista no presenta taquifi-

laxia.

2. Inhibicion de la respuesta contractil:

- por aumentar la velocidad de relajacién espontanea de las contracciones por
Ang Il y AVP en aorta de rata. Mecanismo posible: aumento de la velocidad de
captacion de Ca* por el reticulo sarcoplasmico debido a la preincubacién con

insulina.

- por disminuir la fuerza desarrollada por contracciones de AVP y ET, en aorta
de rata cuando esta inhibida la sintesis de NO. Mecanismo propuesto: au-
mento de la liberacion y/o efectos de prostaciclinas debido a la preincubacién

con insulina que se manifiesta sélo en ausencia de NO.
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Dosis hiperinsulinémicas de insulina

1. Activacion de la respuesta contractil:

- por aumentar la velocidad de desarrollo de la fuerza en las contracciones in-
ducidas por ET; en aorta de rata. Mecanismos propuestos: (a) aumento de la
liberacion de Ca** de depositos intracelulares por la preincubacién con insuli-
na, sin afectar la capacidad de captacioén ni de liberacion de Ca** desde depé-
sitos sensibles a cafeina. Posible mediacion a través del aumento de la sena-
lizacién en la via de IP5; o en sus efectos sobre los canales del reticulo sarco-
plasmico. (b) aumento de la actividad de PKC por la preincubacioén con insuli-

na.

- por aumentar la fuerza maxima desarrollada en contracciones producidas por
ET, en la arteria de la cola de rata. Mecanismo propuesto: aumento de la libe-
racion y/o efectos de tromboxano A; por la preincubacién con insulina. Nece-

sidad de presencia de sintesis de NO para que se manifieste el efecto.

2. Inhibicion de la respuesta contractil:

- por disminuir la fuerza desarrollada por contracciones de AVP y ET, en aorta
de rata estando inhibida la sintesis de NO. Mecanismo propuesto: aumento de
la liberacién y/o efectos de prostaciclinas por la preincubacion con insulina que

se manifiestan sélo sin efectos relajantes mediados por NO.
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3. Efectos sobre las corrientes de calcio en células cultivadas:

- las corrientes de Ca** de células de musculo liso en cultivo no son modifica-
das por preincubaciones de 2 o 24 hs con dosis hiperinsulinémicas de insuli-
na. No es posible postular este mecanismo como participante en la activacion

de las repuestas contractiles por insulina.

- las corrientes de Ca** de células de musculo liso en cultivo son estimuladas
por preincubaciones de 24 hs con dosis hiperinsulinémicas de insulina en cé-
lulas mantenidas con baja concentracién de factores de crecimiento. Posibili-
dad de que la expresion de canales de Ca** en las membranas de musculo li-

so vascular sea incrementada por la hiperinsulinemia sostenida.

Los numerosos estudios, incluido el presente, que tratan de establecer un
nexo causal entre niveles de insulina e hipertensién arterial han comprobado ac-
ciones multiples de la insulina que pueden tener consecuencias duales sobre el
tono vascular. Futuros estudios deberan dilucidar en cuales condiciones (especie,
raza, herencia, patologia asociada, tipo de lecho vascular) se expresan mas los
efectos vasoconstrictores que los vasodilatadores de la insulina para explicar su
participacion en el desarrollo de hipertension arterial. Por otra parte, como la re-
sistencia insulinica esta establecida en base a la falta de respuesta en sus efec-
tos metabdlicos, y no sobre sus efectos en el musculo liso vascular, resta por es-
tablecer: (1) si la resistencia insulinica se asocia a hipertensién arterial porque los
efectos vasodilatadores de la hormona son predominantes y no se expresan y (2)
si la resistencia insulinica promueve una hiperinsulinemia con efectos vasocons-

trictores preponderantes.
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