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El factor de relajaci6n derivado del endotelio quizas sea identico al oxido nitrico y es liberado tanto en
condiciones basales sin estimulaci6n como en respuesta a diversos estimulos fisicos y quimicos . Ambos
se consideran un importante vasodilatador end6geno que participa en la modulaci6n del tono vascular .
Investigaciones recientes mostraron que en la diabetes mellitus el musculo liso vascular es menos sensible
al oxido nitrico que en controles sanos. Nuestra hip6tesis fue que en la diabetes mellitus hay un deterioro
progresivo en el balance de los factores vasorrelajantes y vasoconstrictores producidos por el endotelio .
Esto contribuiria al desarrollo de la hipertensi6n arterial, cuya incidencia es mas elevada en la diabetes
mellitus que en la poblaci6n no diabetica . Empleamos un modelo experimental normotensivo de diabetes
mellitus, inducido por estreptozotocina en ratas Wistar hembras, de I y 2 semanas de duraci6n . Se valor6
si la inhibici6n de la sntesis de oxido nitrico inducida por la administraci6n de dosis iguales del NGnitro-
Larginina metil ester (LNAME) (1 mg/kg IV) provoca cambios similares en la presi6n arterial de ratas
diabeticas y controles. Las ratas diabeticas de 1 y 2 semanas mostraron un aumento de la presion arterial
diast6lica mayor por efecto de la LNAME (1 semana : 66 ± 4 mmHg a 84 ± 3 mmHg a los 60 minutos
y 104 ± 5 mmHg a los 90 minutos ; n = 7 ; 2 semanas : 69 ± 3,5 mmHg a 105 ± 5 mmHg, a los 60 minu-
tos y 107 ± 4,2 mmHg a los 90 minutos ; n = 7) que los controles (64 ± 3 mmHg a 77 ± 4 mmHg a los
60 minutos y 82 ± 3,5 mmHg a los 90 minutos ; n = 10). El incremento de la presion arterial diastblica
a los 60 minutos de la inyecci6n de LNAME fue significativamente mayor (p <0,05) en las ratas con
diabetes mellitus de 2 semanas de duraci6n que en las de I semana . Estos resultados nos permiten pos-
tular que en la diabetes mellitus hay un desequilibrio en la producci6n de factores moduladores del tono
vascular por el endotelio que al parecer tiende a aumentar con la duraci6n de la enfermedad y podria
tener un papel en la etiopatogenia de la hipertensi6n arterial .

En la decada pasada se hallaron abundantes
evidencias de que en el endotelio se forman
sustancias autocrinas y paracrinas que modifican
el tono del musculo liso vascular . -1-3.2 En 1980,
Furchgott y Zawadzki descubren un factor de
relajaci6n derivado del endotelio (FRDE) ge-
nerado en respuesta a la acetilcolina,' lo que
abrid un nuevo campo de investigaci6n sobre
los factores vasoactivos sintetizados por el endo-
telio. Estos autores co'mprobaron que la acetil-
colina produce vasodilatacion in vivo, pero tam-
bien es capaz de provocar vasoconstricci6n in
vitro . Demostraron asi que la acetilcolina pro-
duce relajacion del musculo liso vascular si las
celulas endo-teliales estan indemnes, pero con-

traccion si se remueve el endotelio . En 1987
Palmer y colaboradores 8 comprobaron que el
FRDE podria ser identico al 6xido nitrico (ON)
o a un compuesto nitroso labil y que su sintesis
se produce a partir del aminoacido L-arginina
por accidn de la arginino-oxidasa, enzima de-
pendiente del NADPH y del Cat + .lo Hoy se
reconoce que el ON se libera en respuesta a una
amplia variedad de estimulos mecanicos y por
efecto de autacoides o de hormonas . 6 „ 13-24 En
las arterias con endotelio normal, las catecola-
minas, la arginina-vasopresina, la histamina, la
bradiquinina, la serotonina, el ADP y la trom-
bina se acoplan a receptores especificos e indu-
cen la liberaci6n de ON ."
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El ON es una molecula muy difusible, cuya
vida media es de pocos segundos 2- 3 y actua por
medio de la activaci6n de la guanilatociclasa
soluble del citosol en diversas celulas y tejidos
(musculo liso, macr6fagos, epitelio renal y res-
piratorio, celulas adrenales, celulas gastricas y
neuronas cerebelosas) . 4 6 Su efecto es produ-
cir un aumento en la concentracion intracelular
del 3', 5'-monQfosfato de guanosina ciclico
(GMPc) . Se ha demostrado que el ON inhibe
la agregacion y adhesividad plaquetarias .6, 25, 26
Existe un efecto sinergico de la PGI 2 y el ON en
la inhibicion de la agregaci6n plaquetaria . 25 En
los rinones, la activacion de la sintesis de ON se
asocia con un aumento del flujo sanguineo, de
la diuresis y la natriuresis, sin cambios en el fil-
trado glomerular . 27

Los efectos del ON son inhibidos por el azul
de metileno . 21 El ON es inactivado por radica-
les superoxidos 20 y por la hemoglobina . 17,28
La NG-mono met il- L-arginina (L-NMMA) com-
pite con el precursor del ON por la enzima
especifica, inhibiendo la generacion del ON
por el endotelio . La administraci6n intravenosa
de L-NMMA a conejos produce una hipertensi6n
arterial dosis-dependiente . 10,16,29 En las ratas,
la L-NMMA inhibe la hipotensi6n y la vasodila-
taci6n renal inducidas por la acetilcolina .29,29,30

La sintesis del ON esta reducida en la hiper-
tensi6n arterial '31-35 en la aterosclerosls, 36-40 en
la vejez, 40-42 en la diabetes mellitus,43-47 en la
lesion vascular por reperfusion48,49 y en el tra-
tamiento cr6nico con ciclosporina . 50 La hiper-
tensi6n arterial tiene mayor prevalencia en los
sujetos con diabetes mellitus que en la pobla-
cion no diabetica .51°, 52 Los pacientes diabeticos
sufren de aterosclerosis y sus complicaciones
con mas frecuencia y precocidad que los no dia-
beticos . 53-55 La disfunci6n del endotelio puede
tener un papel importante en la patogenia de la
angiopatia diabetlca, 16,43-47

El objetivo del presente estudio es establecer
si la inhibicion de la sintesis de ON provocada
por la administraci6n de dosis iguales del analo-
go de la L-arginina, el NG-nitro-L-arginina me-
til ester (L-NAME), produce cambios de similar
magnitud en la presion arterial en ratas diabeti-
cas y controles .

MATERIAL Y METODO
Se emplearon ratas Wistar hembras con un peso
entre 200-250 g . Los animales fueron divididos
en dos grupos : el grupo I incluy6 10 ratas nor-
males ; el grupo II consistio en 14 ratas en las
que se indujo diabetes mellitus por la adminis-
tracion de una dosis unica de estreptozotocina
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(ETZ) (60 mg/kg, intraperitoneal) . Bajo aneste-
sia con etiluretano al 10% se canulo la vena
yugular (para la administracion de L-NAME) y
la arteria ventral de la cola para la determina-
ci6n directa de la presion arterial que se regis-
tr6 en un fisiografo . Los animales fueron aloja-
dos en jaulas metab6licas mantenidas a una
temperatura entre 22 y 24°C, en una habita-
cion con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas
(luz desde las 7 a las 19 hs.), con libre acceso a
comida y agua. Se recolecto la orina de 24 horas
para medir diuresis y proteinuria 56 y se recogie-
ron muestras de sangre para dosar la glucemia
(por el metodo de la glucosa-oxidasa despues
de 8 horas de ayuno) a las 72 horas, al final de
la primera y de la segunda semanas de la admi-
nistraci6n de ETZ, controlandose en dichos
periodos el peso corporal .

La L-NAME se administr6 en dosis de 1 mg/kg
por via intravenosa, en bolo (en 10 minutos) .
Se determine la presion arterial sistolica (PAS)
y diastolica (PAD) a los 60 y 90 minutos de la
inyeccion de L-NAME. En 7 ratas diabeticas, la
inyeccion se efectuo al termino de la primera
semana y en las otras 7 al finalizar la segunda .

ESTUDIO ESTADISTICO
Los resultados se expresan como media ± ES .
Para el analisis estadistico se utilize la prueba
de "t" de Student para datos no pareados y
pareados, y la prueba no parametrica de Wil-
coxon . Se consideraron significativos los valores
de p < 0,05 .

RESULTADOS
En la tabla 1 se hallan los valores de peso corpo-
ral, glucemia, diuresis y proteinuria de ratas
controles y diabeticas de 1 y 2 semanas . En
ambos grupos de ratas diabeticas el peso corpo-
ral disminuyo significativamente (p < 0,001),
con aumento de la glucemia (p < 0,001), diure-
sis (p < 0,001) y proteinuria (p < 0,01) . 1

En la figura 1 se observan los niveles de PAS
basal en ratas controles y diabeticas (de 1 y 2
semanas) y a los 60 y 90 minutos de la inyec-
cion intravenosa de L-NAME . En los animales
controles la PAS basal de 127 ± 3 mmHg aumen-
t6 a 144±6 mmHg (13%) y a 140±6 mmHg
(10%) a los 60 y 90 minutos de la administra-
cion de L-NAME . En las ratas diabeticas de 1
semana, la PAS basal fue significativamente mas
alta que en los controles y en las ratas diabeticas
de 2 semanas (en ambos casos, p < 0,0 5) . La
PAS basal en ratas diabeticas de 1 semana de
142 ± 7 mmHg aumento a los 60 minutos de la
inyeccion de L-NAME a 185 ± 9 mmHg (30 % )
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y a los 90 minutos a 178 ± 5 mmHg (25 .x. ) . En
las ratas diabeticas de 2 semanas, la PAS basal
fue de 127 ± 7 mmHg ; a los 60 minutos de la
inyeccion de L-NAME la PAS aumento a 135 ±
3 mmHg (6%) y a los 90 minutos fue de 155
± 6 mmHg (22%) .

En la igura 2 se aprecian los niveles corres-
pondientes de PAD . No hubo diferencias signi-
ficativas en los niveles basales de la PAD entre
las ratas controles y las diabeticas de 1 y 2 se-
manas. En los animales controles, la PAD basal
se incremento de 64 .± 3 mmHg a 77 ± 4 mmHg
(21 .i) y a 82± 3,5 mmHg (28%) 60 y 90 minu-
tos despues de la administraci6n de L-NAME .
En las ratas diabeticas de 1 semana, la PAD
basal fue de 66±4 mmHg, aumentando a
84 ± 3 mmHg (28%.) a los 60 minutos y a 104 ±
5 mmHg (57 v.) a los 90 minutos de la adminis-
traci6n de L-NAME . En las ratas diabeticas de
2 semanas, la PAD basal fue de 69 ± 3,5 mmHg
y se elev6 a 105±5 mmHg (53%) y a 107 ±
4,2 mmHg (55%) a los 60 y 90 minutos, respec-
tivamente, de la administraci6n de L-NAME . El
incremento de la PAD observado a los 60 minu-
tos fue significativamente mayor (p < 0,05) en
las ratas diabeticas de 2 semanas que en las de
1 semana .

DISCUSION
Los estudios efectuados hasta el presente sugie-
ren con firmeza que el FRDE/ON es un vasodi-
latador end6geno importante, que participa en
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Fig. 1 . Grafico en barras que muestra la presion arterial sistolica
(PAS) en ratas controles, diabeticas de 1 semana (DIAB 1S) y
diabeticas de 2 semanas (DIAB 2S) : antes y a los 60 y 90 minu-
tos de la inyeccion intravenosa de L-NAME . Los valores son
media ± ES . * p < 0,01 ; „p < 0,005, en comparacion con las
condiciones basales . I I basal ; ® 60 minutos despues de
la inyeccion de L-NAME ; M 90 minutos despues de la inyec-
cion de L-NAME .

Tabla 1
Cambios en el peso corporal, glucemia, diuresis y proteinuria

la modulaci6n del tono vascular basal. Se ha
comprobado en animales de experimentacion y
en seres humanos que en la diabetes mellitus
hay una falla en las respuestas vasculares frente
a los agonistas de la relajaci6n endotelio-depen-
diente .43-47, 57-59 Tesfamariam y colaborado-
res44„ 45 comprobaron que la relajaci6n vascular
endotelio-dependiente en conejos diabeticos fue
menor que en los controles . Calver y colabora-
dores 57 analizaron la respuesta vasodilatadora
mediada por el ON en diabeticos insulinodepen-
dientes en comparacion con la observada en con-
troles sanos . Comprobaron que la noradrenalina
y la L-NMMA provocaron reducciones de similar
magnitud en el flujo sanguineo del antebrazo en
los individuos sanos. Sin embargo, en los diabe-
ticos la L-NMMA fue significativamente menos
efectiva que la noradrenalina . La respuesta a la
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F7 BASAL 80'LNMMA - 90'LNMMA

Fig . 2 . Grafico en barras que muestra la presion arterial diasto-
lica (PAD) en ratas controles, diabeticas de 1 semana (DIAB 1S)
y diabeticas de 2 semanas (DIAB 2S) : antes y a los 60 y 90 mi-
nutos de la inyeccion de L-NAME . Los valores son media ± ES .
+ p < 0,01 ; - p < 0,005 ; * p < 0,0 1, en comparacion con las
respectivas condiciones basales . U basal ; ® 60 minutos
despues de la inyeccion de L-NAME ; M 90 minutos despues
de la inyeccion de L-NAME .

Controles Diabdticas,
1 semana

Diabeticas,
2 semanas

Peso corporal (g) 292±5 239±8* 214±9*
Glucemia (mg/dl) 95,3±5 335± 20* 350±16*
Diuresis (ml/min) 4,33± 0,41 13,5±1,49* 12,3±0,73*
Prot einuria 8,83 ± 1,26 25±5,6** 30,8±2,67**
(mg/24 horas)

* p < 0,001 ; ** p < 0,01 .
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L-NMMA y al nitroprusiato tambien fue signi-
ficativamente menor en los diabeticos que en
los controles sanos . Estos autores concluyeron
que el musculo liso vascular de los diabeticos es
menos sensible al efecto del ON que el de las
personas sanas. Kamata y colaboradores58 ob-
servaron una reducci6n de la respuesta a la
acetilcolina en preparados in vitro de aorta de
ratas diabeticas . Gupta y colaboradores 59 com-
probaron en la aorta de conejos con hipergluce-
mia una disminuci6n de la actividad de la
ATPasa Na+ - K+, la cual es revertida total-
mente por el agregado de L- rginina al medio .
Dichos autores sostuvieron que las alteraciones
en la liberaci6n basal de ON contribuyen a la
falla en la relajaci6n vascular causada por la hi-
perglucemia y la diabetes .

En ratas con hiperglucemia se observ6 un au-
mento en la actividad de la proteina cinasa C
en el musculo liso arteriolar, que puede contri-
buir a los cambios funcionales y de la arquitec-
tura vascular que se observan en la diabetes
mellitus ." El incremento en la actividad de la
proteina cinasa C se ha asociado con neovascu-
larizaci6n, alteraciones en la sintesis del colage-
no y de la modulaci6n del reciclaje hormonal y
de los receptores de los factores de crecimien-
to.60 De esa forma, en la diabetes mellitus las
alteraciones en el tono vascular y los cambios
en la estructura arterial pueden ser paste de un
circulo vicioso que se perpetua y en el cual la
lesi6n endotelial tiene un papel fundamental .
Por otra parte, se ha demostrado en los pacien-
tes con diabetes mellitus no insulinodependien-
te60 una regulaci6n deficiente de la liberaci6n
de insulina por efecto de la arginina. Sobre la
base de estos hallazgos, se ha postulado que
la diabetes podria representar la expresi6n de
un defecto en la via oxidativa de la L-arginina .

El presente estudio aporta evidencias sobre
la importancia que tienen las alteraciones en la
sintesis del ON en los trastornos de la modula-
ci6n de la presi6n arterial que se observan en la
diabetes mellitus experimental . Nuestra hip6te-
sis fue que en la diabetes mellitus existe un
deterioro progresivo de la relaci6n de los fac-
tores moduladores del tono vascular produci-
dos por el endotelio, lo que contribuiria a
explicar la mayor incidencia de hipertensi6n
arterial . Empleamos un modelo experimental
normotensivo de diabetes mellitus como es el
inducido por la ETZ,61, sz En nuestra investiga-
ci6n, frente a dosis equimolares de L-NAME el
aumento observado de la presion arterial (tanto
de la PAS como de la PAD) fue significativamen-
te mayor en las ratas diabeticas de 1 semana que
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en los controles. Esta respuesta anormal al
inhibidor de la sintesis de ON pone en evidencia
ei trastorno en el equilibrio de los factores
vasorrelajantes y vasoconstrictores producido
en el endotelio de ratas diabeticas. Ws aun, la
comprobacion de un incremento mayor de
la PAD en las ratas diabeticas de 2 semanas con
relaci6n al observado en los animates con diabe-
tes de 1 semana a los 60 minutos de la inyecci6n
de L-NAME, permite sugerir que ese desequili-
brio entre los factores moduladores del tono
vascular sintetizados por el endotelio es pro-
gresivo . Se ha comprobado in vitro que el ON
derivado del endotelio inhibe la liberaci6n basal
y estimulada del peptido endotelina, que posee
intensa actividad vasoconstrictora .63 A su vez,
en dosis bajas la endotelina induce liberaci6n
de FRDE o de prostaciclina por las celulas endo-
teliales 64 y por lo tanto promueve vasodila-
taclon .

De los resultados del presente estudio se pue-
de postular, como conclusi6n, que en la etiopa-
togenia de la hipertensi6n arterial en la diabetes
mellitus desempena un papel importante la ins-
talaci6n de un desequilibrio de caracter progre-
sivo entre los factores moduladores del tono
vascular derivados del endotelio .

SUMMARY
Endothelium-derived relaxing factor is probably identi-
cal to nitric oxide and is released by the vascular endo-
thelium both in the basal unstimulated state and in
response to a large number of agonists, as well as the
mechanical stimulus of shear stress . Previous studies
strongly suggest that endothelium-derived relaxing
factor/nitric oxide is an important endogenous vaso-
dilator that participates in modulation of basal vascular
tone. Recent investigations have shown that in diabetes
mellitus vascular responses to agonists of endothelium-
dependent relaxations are impaired . Our hypothesis
was that in diabetes mellitus there is a progressive
deterioration in the endothelium-derived relaxing and
contracting factors balance. We use a normotensive rat
model of diabetes mellitus induced by streptozocin
(STZ : 60 mg/kg i .p .) . We evaluated pressor effects of
intravenous injection of nitric oxide synthesis inhibitor,
NG-nitro-L-arginine methyl ester (L .NAME ; 1 mg/kg)
in rats with 1 week or 2 weeks of diabetes and in control
rats. Diabetic rats had a significantly greater diastolic
blood pressure increase to L-NAME (1 week diabetic
rats: 66 ± 4 mmHg to 84 ± 3 mmHg, at 60 minutes,
and 104 ± 5 mmHg at 90 minutes ; n = 7 ; 2 weeks
diabetic rats : 69 ± 3 .5 mmHg to 105 ± 5 at 60 minutes,
and 107 ± 4.2 mmHg at 90 minutes ; n = 7) than control
rats (64 ± 3 mmHg to 77 ± 4 mmHg at 60 minutes, and
82 ± 3.5 mmHg at 90 minutes ; n = 10) . The increase of
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diastolic arterial pressure at 60 minutes after I-NAME
injection was significantly greater in 2 weeks diabetic
rats than in 1 week diabetic rats (p < 0 .05). These data
suggest that in diabetes mellitus there is an imbalance
in favor of endothelium-mediated contraction of the
vascular smooth muscle that apparently increase with
the duration of the disease .
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