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RESUMEN

La diabetes mellitus es un padecimiento cronico que se caracteriza principalmente
por un aumento de glucosa en la sangre y alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas, debido a la deficiencia de insulina o a la
incapacidad del organismo en responder a esta hormona. Las ciclooxigenasas
(COX-1 y COX-2) son enzimas que a través de la oxidacién del acido araquidonico
producen prostanoides vasoconstrictores como el TXA2 (tromboxanoA2) vy
vasodilatadores como la PGk (prostaciclina), los cuales son sintetizados por las
enzimas sintasa de tromboxano (TXAS) y prostaciclina (PGIS) respectivamente.
Las alteraciones funcionales de los vasos sanguineos durante la diabetes se han
asociado con el desequilibrio en la produccién de prostanoides derivados de las
COX’s, provocando alteraciones en el tono vascular. Por lo que resulta importante
estudiar en un modelo de diabetes experimental tipo 1, la participacién de las
enzimas COX’s, TXAS y PGIS en la regulacion de la actividad contractil de la
arteria aorta. Para ello, se utiliz6 un modelo experimental de diabetes con
streptozotocina (STZ) en ratas Wistar macho (1 y 4 semanas de evolucion). De
cada rata se aislo la aorta, se cortd en anillos con y sin endotelio y se construyeron
curvas concentracion-respuesta a fenilefrina y en presencia de los inhibidores de
COX, TXAS y PGIS. En las aortas con y sin endotelio de ratas diabéticas (de 1y 4
semanas), la estimulacion con fenilefrina provocd menor respuesta con respecto a
los grupos control. La indometacina (inhibidor de las COX’s) y SC560 (inhibidor de
COX-1) no provocaron cambios en la respuesta a fenilefrina en aortas con y sin
endotelio de ningun grupo de ratas. Sin embargo, en presencia de, NS-398 (1x10°
M) (inhibidor de COX-2) la respuesta a fenelefrina disminuy6é en los anillos con
endotelio de animales normoglucemicos y diabéticos. La inhibicién de TXAS con
Ozagrel no tuvo efecto sobre la contraccién inducida por fenilefrina en ningun
grupo estudiado. La inhibicion de PGIS con tranilcipromina mostrd una significativa
reduccién en la contracciéon a fenilefrina, principalmente en los anillos sin
endotelio. Los resultados sugieren que la contraccién de la arteria aorta en ratas

diabéticas inducidas con STZ esta disminuida, por un posible dafio, tanto a nivel



endotelial como muscular. La COX-2 endotelial regula el tono vascular liberando
posiblemente prostanoides vasocostractiles. La COX-1 y TXAS no participar en la
contraccion por la estimulacion de los receptores al-adrenérgicos en las
condiciones de estudio. La Tranilcipromina reduce de la sensibilidad a fenilefrina

por una via independiente de la PGSI.



1. INTRODUCCION

1.1. Diabetes mellitus

Es un padecimiento crénico, que tiene como caracteristica principal un aumento
de glucosa en la sangre (hiperglicemia), debido a la deficiencia de insulina o a la
incapacidad del organismo en responder a esta hormona. Lo que a largo plazo
provoca diversas complicaciones como disfuncién y falla de diferentes 6érganos
(ojos, rifiones, corazon y vasos sanguineos) que trae como resultado diversas
enfermedades cardiovasculares, renales, etc. (FID, 2017).

Se estima que para el afio 2045 el numero de adultos (20-64 afnos) con diabetes a
nivel mundial pasara de 327 millones, en el 2017, a 438 millones y los adultos
mayores (65-79 afios) de 98 millones a 191 millones (fig.1). México se encuentra
entre los 10 primeros con mayor numero de adultos con diabetes (20-79 afios),
con una cifra de 24 millones de personas y con un gasto sanitario de 19 mil

millones en el ano 2017 (fig.2).

Diabetes por edad

i

438 millones
20-64 afios

0
2017 {TI”[I-]]

327 millones
20-64 afos

Figura 1. Incidencia de diabetes por edad a nivel mundial y estimacién de la
enfermedad al afio 2045. FID, 2017.



1300

miles de millones 1D

13

£l

b

58 * 58
EE’ L2

26 'ﬂ' 3o 26
Wy WG

" Wy = = =

L Wl YRR Wy e -
{a.:: {Q E = = o = i_é} ] n':'c I:IIE._:,I u-Ec, DHD

 woll wdll uol woll 2ol 80w Goll SoF Soll 805
s, e T, e, "y, ..Eﬁ;,p% e, g gy

Figura 2. Adultos con diabetes (azul) y sus gastos sanitarios (rojo) en diferentes

paises. FID, 2017.

Se distinguen 4 principales tipos de diabetes:

- Diabetes tipo 1 (insulinodependiente).
- Diabetes tipo 2 (no insulinodependiente).
- Diabetes Gestacional.

- Oftros tipos de diabetes



1.1.1 Diabetestipo 1

Es causada por la destruccion autoinmune de las células 3 del pancreas, lo que
generalmente conduce a un déficit absoluto de insulina. Las células B se ven
cronicamente afectadas por un infiltrado inflamatorio de tipo autoinmune con una
gran cantidad de productos (citocinas y derivados de la oxidacidon) que son
dafinos para las células B, lo que promueve mecanismos de defensa para
contrarrestar el ataque inmunologico, debido a esto, las células terminan
expresando moléculas que inducen la apoptosis de manera especifica y terminan
por destruirse (Manrique y Silva, 2006). Los principales sintomas asociados a este

padecimiento se muestran la figura 3.
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miccion frecuente
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falta de energia, fatiga
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Figura 3. Principales sintomas de la diabetes tipo 1. FID, 2017.



1.1.2 Diabetes tipo 2

Es la forma mas frecuente de diabetes, en la cual la hiperglucemia es causada por
la produccion inadecuada de insulina y/o la incapacidad del organismo en
responder a esta hormona (resistencia a la insulina), debido presumiblemente a
defectos en su sefalizacion en las células blanco por lo son incapaces de
responder adecuadamente a la insulina (Olivares y Arellano, 2008; FID, 2017). Los

sintomas principales asociados a este padecimiento se muestran en la fig.4.
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Figura 4. Principales sintomas de la diabetes tipo 2. FID, 2017.



1.1.3 Diabetes gestacional

Este tipo de diabetes afecta a mujeres embarazadas, durante el segundo y tercer
trimestre de embarazo, aunque se puede dar en cualquier momento del mismo;
suele presentarse como un trastorno transitorio y suele desaparecer al finalizar el
embarazo. Este trastorno surge porque la accion de la insulina se ve disminuida
(resistencia a la insulina) debido a la produccion de hormonas en la placenta. En
algunas mujeres puede diagnosticarse durante el primer trimestre, pero es

probable que la diabetes ya estuviese presente antes del embarazo (IFD, 2017).

1.1.4 Otros tipos de diabetes

Existen otros tipos especificos de diabetes debido a otras causas, sindrome de
diabetes monogénica (como la diabetes neonatal y la diabetes del adulto joven),
enfermedad del pancreas exocrino (como la fibrosis quistica) e inducido por
drogas o sustancias quimicas (como en el tratamiento del VIH o después del
trasplante de érganos) (ADA, 2017).



1.2 Complicaciones de la diabetes

La diabetes ocasiona complicaciones vasculares y disfuncion de diferentes
organos, las altas tasas de mortalidad y morbilidad se deben principalmente a
estas complicaciones (Sallam et al., 2011); se ha reportado que las personas con
diabetes tipo1 y 2 tienen un riesgo muy alto de padecer enfermedades
cardiovasculares (ECV) siendo las principales causas de mortandad (fig. 5)
(Larsson et al., 2018). Las arterias del paciente diabético tienen alterada la funcion
vasomotora afectando la funcion tanto del musculo liso como del endotelio
(Beckam et al., 2002).

% Mortalidad
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Figura 5. Causas de muerte en el “Mundo Occidental’. Esteller, 2005.

1.3 Vasos sanguineos

Los vasos sanguineos son un sistema de conductos que transportan sangre desde

el corazon hasta los tejidos (Sandoo, et al. 2010). Debido a su funcién, se pueden



dividir en venas y arterias, las venas se encargan de llevar la sangre desde los
capilares hasta el corazon y las arterias cumplen la tarea inversa, conducen la

sangre oxigenada desde el corazén hacia los capilares (Guyton y Hall, 2006).

El comportamiento de la pared arterial es muy complejo, por ejemplo, la arteria
aorta recibe la sangre del ventriculo izquierdo durante la contraccidon del corazon,
dicha sangre fluye por la aorta a los 6rganos viscerales y a las regiones periféricas
del organismo, esta arteria tiene la funciodn principal de amortiguar las oscilaciones
del pulso cardiaco y de conducir el flujo sanguineo con el fin de nutrir de sangre
oxigenada a los diferentes tejidos y 6rganos del cuerpo (Otero et al., 2014). Para
que la aorta pueda cumplir estas funciones necesita de un alto grado de
elasticidad en la pared vascular, la cual le permite mantener una adecuada
propulsion a la sangre para que circule por todo el sistema vascular (Tsamis, et al.,
2013).

Un gran numero de enfermedades cardiovasculares afectan a la poblacion debido
a las modificaciones que ocurren en los parametros hemodinamicos y en el
comportamiento de las paredes arteriales. La pared de los vasos sanguineos
puede ser dividida anatomicamente en tres tunicas: la capa intima, media y
adventicia. La capa intima consiste en una monocapa de células endoteliales
poligonales (endotelio), estas células son las que estan sometidas a la tensién
tangencial provocada por el flujo sanguineo. Una de las funciones del endotelio es
mantener a la sangre en estado liquido. La media y la adventicia son el principal
sostén de cargas y determinan las propiedades mecanicas de la pared vascular.
La media es la mas gruesa de las tres capas y presenta la mayor capacidad de
soporte de la estructura, es mucho mas rigida que la adventicia y esta sujeta a las
mayores tensiones. La adventicia esta compuesta principalmente de colageno,
elastina y fibroblastos (Otero et al., 2014) (fig.6).



Capa Adventicia

Figura 6. Estructura de un vaso sanguineo. Otero et al., 2014.

1.4 Tono vascular

Es el estado de tension de las paredes de los vasos sanguineos capaces de
relajarse o contraerse segun las necesidades fisioldgicas del organismo. Para que
los vasos transporten la sangre apropiadamente necesitan de un tono vascular
adecuado, para regular la presion sanguinea y la distribucion del flujo sanguineo
entre los tejidos y 6rganos del cuerpo. La regulacién del tono vascular se logra por
medio del equilibrio de los estimulos vasodilatadores y vasoconstrictores, tales
estimulos pueden ser hormonales, nerviosos o endoteliales. El endotelio libera
distintos vasodilatadores, los cuales pueden regular la vasodilatacion (FRDE)
como la PGk y el NO, ambos son los principales vasodilatadores derivados del
endotelio; también libera vasoconstrictores (FCDE) como TXAz2, PGF2q, entre otros

como se muestra en la figura 7 (fig.7) (Jackson, 2000; Wong et al., 2010).
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Figura 7. Equilibrio vasodilatador y vasoconstrictor del endotelio. FRDE
(factores relajantes derivados del endotelio)) FCDE (factores
constrictores derivados del endotelio), FHDE (factor hiperpolarizante
derivado del endotelio). Modificado de Wong et al., 2010.

1.5 Endotelio y funcion vascular

Las células endoteliales son células epiteliales planas que forman una monocapa
que recubre el lumen de los vasos sanguineos (Popov, 2010), son
metabodlicamente activas, como se muestra en la figura 8, presentan importantes
funciones paracrinas, endocrinas y autocrinas indispensables para el
mantenimiento de la homeostasis vascular en condiciones fisiologicas. El endotelio
desempefia un papel fundamental en la regulacion del tono vascular, controla el
fluo sanguineo tisular, las respuestas inflamatorias y mantiene la fluidez en la
sangre. Por lo tanto, es un importante regulador de la homeostasis vascular,
mantiene el equilibrio entre la vasodilatacion y la vasoconstriccion, la inhibicion y la
promocién de la migracion y la proliferacién de las células musculares lisas, la

fibrindlisis y la trombogénesis, asi como la prevencion y estimulacion de la
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adhesion y agregacion de plaquetas. Perturbar este equilibrio estrechamente

regulado conduce a una disfuncion endotelial (Sena et al., 2013).

Figura 8. Multiples funciones del endotelio. CMLV (células del musculo
liso vascular). Modificado de Sena et al., 2013.

1.6 Regulacion del tono vascular por las ciclooxigenasas y sus prostanoides

La prostaglandina endoperdxido sintasa también conocida como ciclooxigenasa,
es la enzima clave en la sintesis de prostanoides vasoactivos que regulan la
homeostasis vascular a través de la oxidacion del acido araquidénico (Garcia y
Gomez, 2000). La sintesis de prostanoides se inicia con la liberacién de acido
araquidonico de los fosfolipidos de membrana por la accion de la fosfolipasa
A2 (PLA2) (fig.9); posteriormente, el acido araquidénico se convierte
en prostaglandina Gz (PGG2), y después en prostaglandina H2 (PGH2), ambos
pasos por accion de la ciclooxigenasa. La PGH2 se metaboliza a 5 prostanoides
principales (PGE2, PGk, PGD2 PGF2a y TXA2) a través de sus respectivas

enzimas, las sintasas de prostglandinas correspondientes (Ozen y Norel, 2017).
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La prostaciclina (PGk) y el tromboxano (TXAz2) son sintetizados por las enzimas
prostaciclina sintasa (PGIS) y tromboxano sintasa (TXAS), respectivamente. Estos
desempefian un papel esencial en el mantenimiento de la homeostasis vascular; la
PGk, actia como un vasodilatador e inhibidor de la agregacién plaquetaria, y el
TXA2 como un vasoconstrictor y promotor de la agregacion plaquetaria. Estos al
unirse a sus receptores especificos IP (receptor de PGl2) y TP (receptor de TXA2)
inician cascadas de sefializacion que culminan en vasodilatacion o

vasoconstriccion respectivamente (Yuhki et al., 2011).
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Figura 9. Biosintesis de prostanoides. PGDS (prostaglandina D2 sintasa), PGES
(prostaglandina E2 sintasa), PGDS (prostaglandina F2, sintasa), PGIS
(prostaciclina sintasa), TXS (tromboxano sintasa). Modificado de Yuhki et al.,
2011. ‘



1.7 Ciclooxigenasas

La ciclooxigenasa (COX) cataliza la primera etapa de la sintesis de
prostaglandinas a través de la conversion del acido araquidonico a PGH2; esta
enzima es una proteina de membrana que se encuentra en el reticulo
endoplasmico y la envoltura nuclear. Las estructuras cristalinas de COX revelan la
forma dimérica completa de estas enzimas (fig. 10 A). EI monémero revela una
estructura compuesta por tres dominios: un dominio tipo factor de crecimiento
epidérmico N-terminal (EGF); un dominio de unién a membrana (MBD) que
consiste en una espiral de cuatro hélices antipaticas; y un dominio catalitico
globular que contiene los sitios activos de cicooxigenasa y peroxidasa (fig. 10 B)
(Garavito y DeWitt, 1999). Se han identificado dos isoenzimas principales de COX,
denominadas COX-1 y COX-2, codificadas por dos genes distintos (lfiguez et al.,
2008).
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Figura 10. Estructura de la ciclooxigenasa. A. Dibujo en cinta de la estructura del dimerc
COX-1 de ovino que muestra la relacion entre el grupo hemo (rojo), a posicién de la valva
lumenal de la bicapa del reticulo endoplasmico. B. Mondémero de COX-1 de ovino, relacion
entre los sitios activos de peroxidasa y COX y la estructura del dominio de la enzima es
claramente visible. EGF (por sus siglas en inglés) dominio similar al factor de crecimiento
epidermal. Modificado de Garavito y DeWitt, 1999.

1.7.1 Ciclooxigenasa 1

La COX-1 se expresa constitutivamente en la mayoria de los tejidos y tipos de
células, se encuentra altamente expresada en las plaquetas, células del endotelio,
mucosa gastrica y en el tubulo colector de las nefronas, realizando funciones
homeostaticas a travées de la producciéon de prostaglandinas, contribuyendo al
funcionamiento normal del rifidn, la integridad de la mucosa gastrica y la funcion

cardiovascular (Garavito y DeWitt, 1999; Wong et al., 2010; Félétou et al., 2011).

1.7.2 Ciclooxigenasa 2
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La COX-2 se ha considerado una enzima inducible, sin embargo, se expresa de
manera constitutiva en algunos 6érganos y tipos de células entre ellas se
encuentran las células endoteliales que responde a estimulos como el estrés por
cizallamiento cardiovascular y mediadores inflamatorios. (Wong et al., 2010;
Félétou et al., 2011).

1.8 Efecto de la diabetes en la vasculatura

La diabetes también es considerada una enfermedad vascular debido a su efecto
en la macro y microcirculacion de muchos lechos vasculares. El vinculo entre la
diabetes y el aumento de la incidencia de enfermedades cardiovasculares esta
bien establecido (Nesto, 2004; Sena et al., 2013). Concentraciones de glucosa por
arriba de valores normales perturban la homeostasis y la bioquimica de las
células, desencadenando modificaciones tanto en la macrovasculatura como en la
microvasculatura (Popov, 2010). La hiperglucemia crénica y aguda afecta la
funcion del musculo liso y del endotelio en lechos vasculares, causando dafio en
diferentes células de la pared vascular. las condiciones metabdlicas en la diabetes
(hiperglucemia, exceso de liberacion de acidos grasos libres y resistencia a la
insulina) induce un circulo vicioso de eventos en la pared vascular que aumenta la
disfuncidon endotelial, estrés oxidativo, inflamacién de bajo grado e hiperactividad
plaquetaria, en las primeras etapas de enfermedad diabética (fig. 11) (Sena et al.,
2013).

La disfuncion endotelial es una condicion en la que el endotelio pierde sus
propiedades fisiolégicas (Avogaro et al., 2011). El deterioro endotelial se
encuentra en todas las formas de enfermedad cardiovascular, obesidad y
diabetes. Se caracteriza por: reducciéon de la vasodilatacion mediada por el
endotelio, desregulacién hemodinamica, alteracion de la capacidad fibrinolitica,
sobreproduccion de factores de crecimiento, aumento de la expresion de

moléculas de adhesion y genes inflamatorios, deficiencia de 6xido nitrico (NO),
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generacion excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS), aumento del estrés

oxidativo y mayor permeabilidad de la capa celular (Sena et al., 2013).
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Figura 11. Mecanismos que alteran la funcién de la vasculatura durante la diabetes.
Modificado de Sena et al., 2013.

La diabetes afecta la funcidén del musculo liso y del endotelio en lechos vasculares,
se ha sugerido que la habilidad de estos para regular el tono vascular se ve
afectada tanto en la diabetes humana (de Tejada et al., 1989) como en la
experimental (Furchgott, 1983). Wakabayashi y colaboradores (1987) evaluaron el
papel del endotelio en la regulacion del tono vascular en aortas de ratas
diabéticas, observando que la respuesta a la tension isométrica inducida por KCI
en aortas de ratas normoglucémicas y diabéticas no cambian al remover el
endotelio; pero si hay una menor contraccion de los anillos de ratas diabéticas con

respecto a las normoglucémicas. Un estudio similar evalué el dano producido por
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la diabetes en la contraccion y relajacién de aortas de ratas diabéticas (Cameron 'y
Cotter, 1992), encontrando que al estimular con K*, fenilefrina, serotonina y
noradrenalina la contraccién en aortas de ratas diabéticas es menor que las
normoglucémicas con una diferencia mas marcada al estimular con fenilefrina; la
relajacion en respuesta a acetilcolina y el ionéforo A23187 mostré ser menor en
las arterias del grupo diabético, sin embargo no se observaron diferencias al

utilizar nitroglicerina.

Las COX'’s ejercen un papel muy importante en la regulacién del tono vascular, al
sintetizar medidores vasoactivos; sin embargo, durante la diabetes sufren
alteraciones en su expresién, segun lo reportado por Bagi et al., (2005), en donde
evaluaron el efecto de la diabetes sobre la expresion de las isoformas de COX en
la aorta de ratones, encontrando que la expresion de COX-1 en aortas de ratones
control y diabéticos no se modifica significativamente, pero COX-2 se encuentra
significativamente mas expresada en aortas de ratones diabéticos. Ahora bien,
Wong et al.,, (2009) observaron la predominante ubicacion de COX-2 en el
endotelio, midiendo los niveles de RNA y proteina de COX-2 en aorta de hamster
con y sin endotelio, y observaron que estos disminuyen significativamente al
remover el endotelio de las arterias. Ademas de una mayor expresién de COX-2
en condiciones diabéticas, Bagi et al., 2005 también evaluaron la accion del TXA2
y las isoformas COX-1 y COX-2 en el tono arteriolar inducido por presion;
observando que al bloquear el receptor de TXA2 (TP) con el antagonista SQ 29548
en arteriolas normales, no se observd diferencia con respecto al control, pero en
arteriolas de ratones diabéticos al bloquear el receptor TP el diametro de la
arteriola fue mayor al del control; al inhibir COX-1 con SC560 y COX-2 con NS-
398, en arteriolas de ratones normales, no se observd cambio en el diametro de la
arteriola en comparacion con el control, pero en arteriolas de ratones diabéticos se
observd un aumento del didmetro al inhibir COX-2, lo que indica que esta enzima
actua liberando prostanoides vasoconstrictores en el animal diabético.

La produccion de prostanoides es diferente en cada tejido, por ejemplo, Qi y
colaboradores (2006), realizaron un perfil de prostanoides basales en corteza

renal, médula renal y aorta de ratones normales; encontrando que en corteza y
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médula renal el prostanoide que mas se produce es la PGE2, seguida por la PGl y
la PGF2a quedando al ultimo el TXA2 y en la aorta la PGl es la que se produce
mas, seguida por PGE2 y TXA2 y por ultimo la PGF2a. Los prostanoides ejercen un
papel muy importante en la regulacién de la homeostasis vascular, durante la
diabetes la produccién de prostanoides derivados de COX's se modifica,
produciendo alteraciones en el funcionamiento de la vasculatura; segun lo
reportado en un estudio (Peredo et al., 2006), en donde se midio la liberacion de
los prostanoides en aortas de ratas con 30, 120 y 180 dias de diabetes,
observando que a 30 dias no hay diferencias significativas en los niveles de
prostanoides aunque ya se aprecia una tendencia a disminuir, a 120 dias se
observa una disminucién significativa unicamente de PGl2 , y a 180 dias una
diminucion en la liberacion de PGl2 y PGE2 pero aun aumento significativo en los
niveles de TXA:z.

La PGk y TXA2 son prostanoides importantes que regulan el tono vascular, uno
como vasodilatador y otro como vasoconstrictor, estos son sintetizados por
sintasas especificas, PGIS es la enzima que sintetiza PGl2 y TXAS sintetiza al
TXA2 (Yuhki et al., 2011). Sin embargo, durante algunas patologias, la expresion
de estas se ve alterada, segun lo reportado por Mokhtar et al., (2013), en donde
midieron la expresion de PGIS y el receptor IP en arterias subcutaneas de
pacientes diabéticos, encontrando que la expresion de PGIS fue significativamente
menor en arterias subcutaneas de pacientes diabéticos comparandolos con los no
diabéticos, aunque la expresion del receptor IP no presentd diferencias
significativas en ambos grupos. También se han realizado estudios en modelos de
hipertension y envejecimiento, en donde Tang y Vanhoutte, (2008) evaluaron la
expresion génica de las sintasas en células endoteliales cultivadas de ratas
hipertensas (SHR) y WKY de 72 semanas, encontrando que la expresion de TXAS
aumenta en células de ratas SHR y WKY de 72 semanas, en comparacion con las
WKY control de 36 semanas; ademas la expresion de PGIS aumenta
significativamente sélo en las células endoteliales cultivadas de ratas SHR.

Por lo antes mencionado, resulta importante evaluar la participacion de la via

COX-PGk-TXA2 en la contraccion vascular de la arteria aorta, por lo que se
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decidié analizar su efecto, usando inhibidores especificos en la respuesta
contractil a la fenilefrina de la aorta en ratas diabéticas y evaluar su papel durante

la evolucion de esta enfermedad.

2. JUSTIFICACION

La disfuncion vascular en la diabetes se manifiesta principalmente como
alteraciones en el tono vascular, donde los prostanoides derivados de COX
desempefian un papel muy importante en el mantenimiento de la homeostasis
vascular, principalmente PGk como un vasodilatador y el TXA2 como un
vasoconstrictor. Por sus roles opuestos, un desequilibrio en la produccion de
estos, se ha relacionado con la fisiopatologia de muchos trastornos
cardiovasculares. Por lo que resulta importante investigar en un modelo de ratas
diabéticas la influencia de la via COX-PGR-TXAz2 en la regulacion de la actividad

contractil de la aorta durante la diabetes.

3. HIPOTESIS

Las COXs, PGIS y TXAS son enzimas que participan en la regulacion del tono
vascular a través de la producciéon de prostanoides, se sabe que durante la
diabetes se altera la produccién de prostanoides, por lo que un desequilibrio de
estas enzimas podria explicar las alteraciones en el tono vascular de la aorta en el

animal diabético.

4. OBJETIVO GENERAL

-Evaluar la participacion de las COX (COX-1 y COX-2), PGIS y TXAS en la funcién

vascular de la aorta de ratas con diabetes mellitus experimental.

4.1 Objetivos particulares
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1.- Evaluar la participacion de COX-1 en la respuesta contractil provocada por la
fenilefrina en anillos de aorta de ratas con 1 y 4 semanas de evolucion de
diabetes.

2.- Evaluar la participacion de COX-2 en la respuesta contractil provocada por la
fenilefrina en anillos de aorta de ratas con 1 y 4 semanas de evolucion de
diabetes.

3.- Evaluar la participacion de la PGIS, en la contraccién inducida por la fenilefrina
en anillos de aorta de ratas con 1y 4 semanas de evolucion de diabetes.
4.-Evaluar la participacion de la TXAS, en la contraccion inducida por la fenilefrina

en anillos de aorta de ratas con 1y 4 semanas de evolucion de diabetes.

5. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de 250 a 300 g, las cuales fueron
adquiridas y mantenidas en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores
[ztacala, en condiciones ambientales controladas, con comida y agua ad libitum. El
manejo de las ratas fue realizado conforme a la Norma Oficial Mexicana para el
uso y cuidado de animales (NOM-062-ZO0O-1999, México).

5.1 Induccién de diabetes

Los animales se dividieron en dos grupos:

El grupo de ratas normoglucémicas: se les administré buffer de citratos 50 pM (pH
44) (1mlkg de peso), el vehicuo para la estreptozotocina (STZ), via
intraperitoneal (i.p).

Grupo de ratas diabéticas: se les aplic6 STZ en una dosis de 65 mg/Kg (disuelta
en el buffer de citratos) (i.p). Para comprobar la hiperglucemia se midio la glucosa
en sangre con un glucometro (Accu-Chek) después de 72 horas de Ila
administracion de STZ y solo aquellas ratas que presentaron valores mayores a
200mg/dl se consideraron hiperglucémicas y se dejaron a libre evolucion durante 1

y 4 semanas.
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5.2 Obtencién de la aorta toracica

Después de concluidos los tiempos de evolucién de diabetes, las ratas fueron
anestesiadas con pentobarbital sédico en dosis de 60 mg/kg de peso, via i.p.
Después se realizdé una laparotomia toracica para la obtencién de la arteria aorta,
una vez obtenida, la arteria se coloco en una caja de Petri con solucidén Krebs, se
le removid el tejido adiposo y conectivo. Posteriormente la arteria fue cortada en
anillos de aproximadamente 4-5 mm unos anillos se les removio el endotelio por

frotacion de la superficie de la intima con la punta de una pinza Kelli.

5.3 Registro de la contraccién isométrica

Para medir los cambios en la tension isométrica provocados por fenilefrina, se
utilizé un equipo de 6rgano aislado en donde cada anillo se colocé entre dos
ganchos de acero inoxidable (Nikrom) (fig. 12), uno sujeto a la parte inferior de la
camara y el otro a un transductor de tensidon isométrica, que se acoplé a un
sistema de adquisicion de datos MP100, los datos de la tensiéon isométrica fueron

registrados mediante el software Acgknowledge (versién 3.9.1).

Figura 12. Aorta colocada entre dos ganchos de acero en una camara del equipo de
organo aislado
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Los anillos se sometieron a una tension arterial de 3 g y se lavaron 3 veces cada
10 minutos con 10 ml de solucién Krebs con la siguiente composicion; NaCl, 118
mM; KCI, 4.6 mM; MgS04.7H20, 1.2 mM; CaCl2-2H20, 1.5 mM; dextrosa, 5.5 mM;
NaHCOs, 24.9 mM; y EDTA, 0.027 mM, con burbujeo constante de 95% de Oz y
5% de CO2, aun pH de 7.4 y a una temperatura de 37°C.

Posteriormente, durante el periodo de estabilizacion los anillos se estimularon 3
veces con fenilefina a una concentracion de 1x107 M, dejando reposar 30
minutos entre cada estimulacién. Para verificar la funcionalidad del endotelio se
analizé la respuesta relajante a carbacol (el cual es un analogo sintético de la
acetilcolina) a una concentracion de 1 uM; los farmacos fueron retirados del medio

mediante lavados con solucion Krebs (fig. 13).
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Figura 13. Periodo de estabilizacion con 3 estimulaciones con fenilefrina, y la
estimulacion con carbacol para comprobar presencia de endotelio.

Posteriormente, se realizd una curva concentracion-respuesta al agonista
adrenérgico fenilefrina (1x10° M a 1x10-6 M). Al finalizar la primera curva (control)
la fenilefrina fue retirada mediante lavados con solucion Krebs y se dej6 recuperar
el tejido durante una hora. Después del periodo de recuperacion se realizd6 una
segunda curva de fenilefrina en presencia de los inhibidores selectivos (el cual se

agregd 30 minutos antes de realizar la segunda curva) (fig.14 y 15); SC560 (1x10
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7 M) para COX-1, NS-398 (1x10-> M) para COX-2, indometacina (1x10-° M)
(inhibidor no selectivo de COX), Ozagrel 1x10-’M (inhibidor de la TXAS) y 2PCPA
(Tranilcipromina) 1x10-% M (inhibidor de la PGIS).

Por el disefio del equipo y la disponibilidad de transductores y camaras, el nimero

de los animales diabéticos y normoglucémicos fue variable.
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Figura 14. Primera y segunda curva concentramon—respuesta a fenilefrina.
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Figura 15. Protocolo de experimentacion completo, realizado para el registro de la tension
isométrica de los anillos adrticos con y sin endotelio montados en el equipo de 6rgano aislado.
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6. RESULTADOS

6.1 Pesoy concentracion de glucosa en sangre

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en ratas Wistar con 1 y 4
semana de evolucién de diabetes. Se observd un aumento significativo en el peso
corporal de ratas normoglucémicas, al transcurrir la edad de los animales, con
respecto a su peso inicial.

El peso corporal de las ratas diabéticas de 1 y 4 semanas fue significativamente
menor en comparacion con el peso inicial, pero se mantuvo igual en ambas
edades (1 vs 4 semanas). Por lo tanto, la diabetes inhibié la tasa de crecimiento
normal por lo que el peso de las ratas diabéticas fue menor que el de las ratas
normoglucémicas tanto en 1 como en 4 semanas (Fig. 16 A). La concentracion de
glucosa en sangre de las ratas diabéticas fue significativamente mayor en

comparacién con las normoglucémicas tanto en 1 como en 4 semanas (fig. 16 B).
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W Normoglucémicas
w# Diabéticas

Peso inicial 1 semana 4 semanas

1 semana 4 semanas

Figura 16. A. Peso corporal de ratas diabéticas y normoglucémicas 1 semana.
Normoglucémicas n= 29, Diabéticas n=33, 4 semanas normoglucémicas n= 40,
Diabéticas n=46. B. Concentracion de glucosa en sangre de ratas normoglucémicas y
diabéticas. 1 semana normoglucémicas n= 31, Diabéticas n=36, 4 semanas
normoglucémicas n= 37, Diabéticas n=43. *p<0.05 vs normoglucémica, #p<0.05 vs peso
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6.2 Reproducibilidad de las curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina
de la aorta

Con la intencidon de verificar si la contracciéon inducida por fenilefrina en anillos
adrticos es reproducible, se realizaron en un solo anillo dos curvas consecutivas a
fenilefrina en ausencia de inhibidores. Se observd que la segunda curva
concentracion-respuesta en los anillos de aortas con y sin endotelio de ambos
grupos (normoglucémico y diabético) no fue significativamente diferente a la
primera curva, tanto en 1 como en 4 semanas (fig. 17 y 18), confirmando asi que
la duracion del experimento no afecté a la contraccion de la aorta de animales
normales y diabético, por lo que es posible realizar dos curvas concentracion-

respuesta en la misma preparaciéon, sin que la respuesta a la fenilefrina se
modifique.
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Figura 17. Efecto del tiempo de experimentacidn sobre la contraccion inducida por fenilefrina
en aortas de ratas normoglucémicas y diabéticas 1 y 4 semanas (con endotelio). Los datos
representan la media £ E.E. 1 semana normoglucémicas n=4 diabéticas n= 3; 4 semanas
normoglucémicas n= 4 diabéticas n= 2.
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Figura 18. Efecto del tiempo sobre la contraccion inducida por fenilefrina en aortas de ratas
normoglucémicas y diabéticas 1 y 4 semanas (sin endotelio). Los datos representan la
media * E.E. 1 semana normoglucémicas n=4  diabéticas n= 3; 4 semanas

normoglucémicas n= 4 diabéticas n= 2.
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6.3 Efecto de la diabetes en la contraccion de la adrtica

Para poder analizar los cambios asociados a la diabetes en la funcion contractil de
la aorta se realizaron curvas concentracion-respuesta en ausencia de inhibidores.
En anillos con endotelio de aortas de ratas diabéticas, se observé una respuesta
contractil significativamente menor en comparaciéon con los anillos de ratas
normoglucémicas en ambas edades (fig. 19), aunque la disminucién de esta
respuesta parece ser mayor a las 4 semanas. La remocion del endotelio aumentd
la contraccion inducida por fenilefrina en ambos grupos y edades, pero en el grupo
diabético la contraccion se mantuvo significativamente menor a las

normoglucémicas.
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Figura 19. Influencia de la diabetes (1 y 4 semanas) sobre la vasoconstriccion inducide
por fenilefrina en aortas de ratas normoglucémicas y diabéticas (con y sin endotelio.
Los datos representan la media £ E.E. 1 semana normoglucémicas n= 33 diabéticas n=
41; 4 semanas normoglucémicas n= 51 diabéticas n= 65. *p<0.05 vs normoglucémicas.
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6.4 Efecto de la Indometacina sobre la contraccién adrtica

Para evaluar la participacién de los prostanoides derivados de las COX’s en la
respuesta contractii a la fenilefrina, los anillos adrticos se incubaron con
indometacina (Inhibidor no selectivo de COX).

En los anillos adrticos con endotelio (fig. 20), la indometacina no provocé cambios
significativos en la contraccion a la fenilefrina, tanto en el grupo normoglucémico
como en el diabéticos en ambos tiempos de evolucion (1 y 4 semanas). En anillos
de aortas sin endotelio (fig. 21), tampoco se observaron cambios con del inhibidor
sobre la contraccién en ambos grupos y edades. Lo que nos indica que la COX no
participa en la contraccion a fenilefrina o que ambas isoformas de COX ejercen
efectos contrarios en la aorta. Para poder dilucidar el papel de las isoformas de

COX fue necesario realizar la inhibicidn selectiva de cada una de estas.
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Figura 20. Efecto de la inhibicion de COX con indometacina, sobre la vasoconstriccion
inducida por fenilefrina en aortas de ratas normoglucémicas y diabéticas (1 y 4 semanas) con
endotelio. Los datos representan la media £ E.E. 1 semana normoglucémicas n= 5 diabéticas
n= 9; 4 semanas normoglucémicas n= 4 diabéticas n= 8.
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Figura 21. Efecto de la inhibicion de COX con indometacina, sobre la vasoconstriccion inducida
por fenilefrina en aortas de ratas normoglucémicas y diabéticas (1 y 4 semanas) sin endotelio
Los datos representan la media + E.E. 1 semana normoglucémicas n= 5 diabéticas n= 9; 4
semanas normoglucémicas n= 4 diabéticas n= 8.
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6.5 Efecto de SC560 sobre la contraccién de la aortica

Con el proposito de evaluar la participacion de los prostanoides derivados de
COX-1 en el efecto contractil a la fenilefrina en la aorta de ratas diabéticas y
normoglucémicas, los anillos adrticos se incubaron con SC560 (Inhibidor selectivo
de COX-1). En los anillos adrticos con (fig. 22) y sin endotelio (fig. 23) la inhibicidén
de COX-1 no provocé cambios en la contraccion inducida por fenilefrina, en el
grupo normoglucémico y diabético a 1 y 4 semanas de evolucion. Lo que nos
sugiere que los metabolitos derivados de esta isoforma no estan participando en la
actividad contractil inducida por fenilefrina.
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Figura 22. Efecto de la inhibicion de COX-1 con SC560, sobre la vasoconstriccion inducida por
fenilefrina en aortas de ratas normoglucémicas y diabéticas (1 y 4 semanas) con endotelio. Los
datos representan la media £ E.E. 1 semana normoglucémicas n= 6 diabéticas n= 5; 4 semanas
normoglucémicas n= 4 diabéticas n= 5.
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Figura 23. Efecto de la inhibicion de COX-1 con SC560, sobre la vasoconstriccion inducida por
fenilefrina en aortas de ratas normoglucémicas y diabéticas (1 y 4 semanas) sin endotelio. Los
datos representan la media £ E.E. 1 semana normoglucémicas n= 6 diabéticas n= 5; 4 semanas
normoglucémicas n= 4 diabéticas n= 5.
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6.6 Efecto de NS-398 sobre la contraccion de la aorta

Para analizar la participacion de los prostanoides derivados de COX-2 en la
respuesta contractil inducida por la fenilefrina se usé NS-398 (inhibidor selectivo
de COX-2). Se observd que, en presencia de este inhibidor, la contraccién
inducida por fenilefrina disminuyd significativamente en anillos de aortas con
endotelio (fig. 24) de ratas normoglucémicas y diabéticas de 1 y 4 semanas de
evolucion. Sin embargo, el efecto del NS-398 fue menor durante la diabetes
experimental, lo que sugiere que la influencia de los prostanoides derivados de la
COX-2 en la contraccion a la fenilefrina disminuyd durante la diabetes. En
contraste, al remover el endotelio de los anillos de aortas normoglucémicas y
diabéticas (fig. 25) se observd que el inhibidor de la COX-2 no provocé cambios en
le respuesta contractil a fenilefrina en ambas edades. Se comprobd la presencia
de COX-2 en el endotelio tanto en condiciones de normoglucémia como en la

diabetes.
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Figura 24. Efecto de la inhibicién de COX-2 con NS-398, sobre la vasoconstriccion inducida
por fenilefrina en aortas de ratas normoglucémicas y diabéticas (1 y 4 semanas) cor
endotelio. Los datos representan la media £+ E.E. 1 Semana normoglucémicas n= 6
diabéticas n= 8; 4 semanas normoglucémicas n= 5 diabéticas n= 7. *p<0.05 vs control.

39



Normoglucémica sin Diabética sin

endotelio 1 SEMANA endotelio
6 - 61
5 { —@— Control 5 |
—8— NS-398

5 ¢ 41
5
G 3 31
[&]
o
£ 2 2
[=]
O 4. 1

0 0

9 8 7 6 9 8 7 6
Fenilefrina -log[M]
Normoglucémica sin Diabética sin
endotelio 4 SEMANAS endotelio
6 - 61
5 | —@— Control 5 1
—8— NS-398

B 4 ]
c
° 3 31
Q
@
5 2 21
c
o
Q 11 1

0 0 -

9 3 7 6 9 8 7 6

Fenilefrina -log[M]

Figura 25. Efecto de la inhibicién de COX-2 con NS-398, sobre la vasoconstriccion inducida por
fenilefrina en aortas de ratas normoglucémicas y diabéticas (1 y 4 semanas) sin endotelio. Los
datos representan la media £ E.E. 1 semana normoglucémicas n= 6 diabéticas n= 8; 4 semanas
normoglucémicas n= 5 diabéticas n=7.
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6.7 Influencia del NO en el efecto de los inhibidores selectivos de las COX

Para evaluar si el NO influye en los efectos provocados por los inhibidores
selectivos de las COX en la respuesta contractil a fenilefrina, los anillos aérticos
(de ratas de 4 semanas unicamente) se incubaron con L-NAME (Inhibidor no
selectivo de NOS) o en combinacién con inhibidores selectivos de COX-1 (SC560)
y COX-2 (NS-398). Al incubar con L-NAME los anillos adrticos con endotelio (fig.
26), se observd un aumento significativo de la respuesta a fenilefrina en
comparacién con su control, en ambos grupos (normoglucémicos y diabéticos). Lo
que indica que el NO es capaz de modular negativamente la respuesta contractil
de la aorta tanto en animales normales como diabéticos. Cuando los anillos con
endotelio fueron incubados con L-NAME+SC560 (fig. 26) se pudo observar un
incremento de la contraccidn similar a la que caus6 el L-NAME solo. En contraste,
el L-NAME bloqued la depresion de la contraccién provocada por el NS-398, lo
que sugiere la participacion del NO en el efecto del NS-398 (fig. 26). En anillos
aorticos sin endotelio incubados tanto con L-NAME como con las combinaciones
(L-NAME+SC560 y L-NAME+NS-398), no se observaron cambios significativos en

la contraccion inducida por fenilefrina en animales normales y diabéticos (fig. 27).
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Figura 26. Efecto de la inhibicion de NOS (L-NAME), COX-1 (SC560) y COX-2 (NS-
398), sobre la vasoconstriccion inducida por fenilefrina en aortas de ratas
normoglucémicas y diabéticas (4 semanas) con endotelio. Los datos representan la
media + E.E. L-NAME normoglucémicas n= 10 diabéticas n= 10, L-NAME+SC560
normoglucémicas n=5 diabéticas n=8, L-NAME+NS-398 normoglucémicas n= 8
diabéticas n= 9. *p<0.05 vs control.
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Figura 27. Efecto de la inhibicion de NOS (L-NAME), COX-1 (SC560) y COX-2 (NS-398),
sobre la vasoconstriccion inducida por fenilefrina en aortas de ratas normoglucémicas y
diabéticas (4 semanas) sin endotelio. Los datos representan la media + E.E. L-NAME
normoglucémicas n= 10 diabéticas n= 10, L-NAME+SC560 normoglucémicas n=5 diabéticas
n=8, L-NAME+NS-398 normoglucémicas n= 8 diabéticas n=9
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6.8 Participacion de la Tromboxano sintasa en la respuesta contractil de la
aorta

Para analizar la influencia del TXA2 (metabolito vasoconstrictor de la via AA-COX)
en la respuesta contractil a fenilefrina, los anillos adrticos se incubaron con el
inhibidor de TXAS, Ozagrel. La inhibicién de TXAS en anillos con endotelio (fig.
28) de ambos grupos, no provocé cambios de la respuesta a fenilefrina en ningun
tiempo estudiado. En anillos sin endotelio de los dos grupos (fig. 29), la inhibicion
de la TXAS tampoco tuvo efecto sobre la respuesta presora a fenilefrina en ambas

edades.

44



Normoglucémica con Diabética con

endotelio 1 SEMANA endotelio
6 6 1
5 { —@— Control 5
—@— Ozagrel

B4 4
S
3 3 3
(%]
g
£ 2 2
3

1 1

0 0

9 8 7 6 9 8 7 6
Fenilefrina -log[M]
Normoglucémica con Diabética con
endotelio 4 SEMANAS endotelio
6 1 6 1
5 | —@— Control 5
—@— Ozagrel

cE 4
c
e 3 3
[%]
@
E 2 2
c
[=]
© 1 1

0 0

9 8 7 6 9 8 7 5]

Fenilefrina -log [M]

Figura 28. Efecto de la inhibicién de TXAS (Ozagrel) sobre la vasoconstriccidén inducida por
fenilefrina en aortas de ratas normoglucémicas y diabéticas (1 y 4 semanas) con endotelio.
Los datos representan la media + E.E. 1 semana normoglucémicas n= 10 diabéticas n= 11;
11; 4 semanas normoglucémicas n= 9 diabéticas n= 10.
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Figura 29. Efecto de la inhibicién de TXAS (Ozagrel) sobre la vasoconstriccién inducida pot
fenilefrina en aortas de ratas normoglucémicas y diabéticas (1 y 4 semanas) sin endotelio.
Los datos representan la media £ E.E. 1 semana normoglucémicas n= 10 diabéticas n= 11;
4 semanas normoglucémicas n= 9 diabéticas n= 10.
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6.9 Participacion de la prostaciclina sintasa en larespuesta contractil de la
aorta

Para analizar la influencia de la prostaciclina (metabolito vasodilatador) en la
respuesta contractii a la fenilefrina, los anillos adrticos se incubaron con el
inhibidor de la prostaciclina, Tranilcipromina (2PCPA). El inhibidor de PGIS
provocd menor respuesta contractil en anillos con endotelio (fig. 30) de ratas
normoglucemicas de 4 semanas, pero no tuvo efecto en los anillos de ratas
diabéticas ni tampoco en los anillos de ratas normoglucémicas de 1 semana. Sin
embargo, en anillos sin endotelio (fig. 31) se observd disminucion de la
contraccion a la fenilefrina en ratas controles y diabéticas de ambas edades. Estos
datos sugieren que tranilcipromina parece tener un efecto inhibidor directo sobre el

tono vascular independiente de la via COX.
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Figura 30. Efecto de la inhibicion de PGIS con tranilcipromina sobre la vasoconstriccion
inducida por fenilefrina en aortas de ratas normoglucémicas y diabéticas (1 y 4 semanas) con
endotelio. Los datos representan la media £ E.E. 1 semana normoglucémicas n= 6 diabéticas
n= 8; 4 semanas normoglucémicas n= 6 diabéticas n= 8. *p<0.05 vs control.

48



Normoglucémica sin Diabética sin

endotelio 1 SEMANA endotelio
6 6
—&8— Control

51 —@— Tranilcipromina 5 1
@ 4 1 4
c
© 3 3 -
[&]
®
s 21 2 1 *
c
]
© 4 1 -

*
0 04 .
9 8 7 5] 9 8 7 6
Fenilefrina -log[M]
Normoglucémica sin Diabética sin
endotelio 4 SEMANAS endotelio
7 7 -
g | —@ Control 6 1
—@— Tranilcipromina

- 51 5 |
K=
§ 4 1 4 1
[&]
E 3 1 3
g 2 1 2
(&)

11 1 x

0 1 0 4 *

9 8 7 5] 9 8 7 5]

Fenilefrina -log [M]

Figura 31. Efecto de la inhibicién de PGIS con tranilcipromina sobre la vasoconstricciér
inducida por fenilefrina en aortas de ratas normoglucémicas y diabéticas (1 y 4 semanas) sir
endotelio. Los datos representan la media + E.E. 1 semana normoglucémicas n= 6 diabéticas
n= 8; 4 semanas normoglucémicas n= 6 diabéticas n= 8. *p<0.05 vs control.
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7. DISCUSION

La diabetes se ha vinculado con enfermedades cardiovasculares, de hecho,
algunos autores la consideran como una enfermedad vascular por su efecto en la
macro y microcirculacién de los lechos vasculares (Sena et al.,, 2013). En el
presente estudio se evalu6 el efecto del tiempo de evolucion de la diabetes (1 y 4
semanas) sobre la contraccion aortica inducida por el agonista adrenérgico
fenilefrina, también se evalud el papel de las COX's, TXAS y PGIS en la respuesta

contractil adrtica en ratas Wistar con diabetes experimental.

Los resultados del presente estudio muestran que la contraccidon inducida por
fenilefrina se ve disminuida en ambos tiempos de evolucion de diabetes (1 y 4
semanas) incluso en anillos sin endotelio, lo que nos sugiere que la diabetes se
asocia con disminuciones en las contracciones aorticas por un posible dafo al
musculo liso, ademas de una alteracion en los mecanismos de contraccion. La
inhibicion de las COX’s demostré que la isoforma que participa en la regulacion
del tono vascular en la aorta es la COX-2, liberando prostanoides
vasoconstrictores. La inhibicion de la TXAS nos indicé que el TXA2 no participa en
la regulacion del tono vascular en ratas con diabetes experimental; sin embargo,
no se puede descartar alteraciones a nivel de su receptor. Por otra parte, la
inhibicion de la PGIS nos mostréo efectos contrarios a los esperados ya que
tratdndose de una enzima que libera PGl2 se esperaria que al inhibirla, la
contraccion aumentara y no que disminuyera como se observo, esto nos sugiere
que la tranilcipromina reduce el la respuesta contractil de la aorta, por mecanismos
diferentes a la inhibicion de la PGIS.

7.1 Respuestacontractil ala fenilefrina en aortas de ratas normoglucémicas
y diabéticas

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que en anillos adrticos de ratas
diabéticas la respuesta contractil de la fenilefrina fue menor en comparacion con
los normoglucémicos, este cambio fue independiente del endotelio o del tiempo de

evolucion de la enfermedad, lo que nos sugiere que el daio provocado por dicha
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patologia afecta no s6lo al endotelio sino también a las células del musculo liso.
Estos resultados son consistentes con los de Aloysius et al (2012), en los que se
muestra que durante la diabetes ocurre una disminucion en la contraccion inducida
por fenilefrina en anillos con endotelio de ratas diabéticas; sin embargo también
reportaron que en los anillos sin endotelio de ratas diabéticas se observa una
mayor contraccion comparada con los anillos de ratas normoglucémicas;
resultados que difieren a los presentados en este trabajo, las discrepancias
pueden depender de la duracidon y gravedad de la diabetes, del lecho vascular o

tejido y finalmente el modelo con el que se trabaje.

A corto plazo la diabetes aumenta la vasodilatacion dependiente del endotelio y en
etapas mas avanzadas disminuye, esto se le podria atribuir en parte a las
especies reactivas de oxigeno (ROS). Ya que dependiendo de la duracién de la
patologia las ROS producidas por cambios metabdlicos y la inflamacion alteran la
funcion vasodilatadora y/o vasoconstrictora de la vasculatura (Aloysius et al.,
2012). De acuerdo con estos hallazgos, la disminuciéon de la contraccion
observada en nuestros resultados podria deberse a un aumento en los niveles de
PGk, como mecanismo compensatorio temprano en respuesta al dafio provocado
por las ROS. Sin embargo, esta no podria ser una unica explicacion, ya que los
resultados de este trabajo muestran una disminucién en la contraccion también en
anillos de aorta sin endotelio del grupo diabético, que también indica dafo al
musculo liso, con respecto a esto un estudio previo (Pfaffman et al., 1982) evalud
las contracciones inducidas por fenilefrina (produce contracciones por medio de
receptores aumentando las concentraciones de Ca?* intracelular) y KCI (actta por
medio de canales idnicos aumentando las concentraciones de Ca?* intracelular )
en aortas de ratas diabéticas tratadas y no tratadas con insulina, y encontr6é que la
diabetes causa disminucién en las contracciones a fenilefrina y KCI, y que el
tratamiento con insulina revirtié la disminucion, lo que sugiere que en condiciones
diabéticas la disfuncién vascular puede deberse en parte al dafio al musculo liso y

a una respuesta disminuida de los receptores.
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Tanto en el estudio de Pfaffman et al. (1982) como en nuestros resultados la
contraccion inducida por fenilefrina se ve disminuida en condiciones diabéticas, lo
que nos podria sugerir que hay alteraciones en los mecanismos que producen la
contraccion del musculo liso en esta patologia o que los receptores adrenérgicos

no funcionan adecuadamente cuando son estimulados por fenilefrina.

Lo anterior podria explicarse por los siguientes mecanismos 1) la diabetes podria
estar afectando la sefializacion de los receptores a1-adrenérgicos a diferentes
niveles (Bolton, 1979) o bien disminuyendo la cantidad de receptores al-
adrenérgicos como fue reportado por Latifpour y McNeill, (1984) en tejido
cardiaco, reduciendo asi la respuesta a la fenilefrina. 2) Alteraciones en el manejo
del Ca?* por la célula por ejemplo; la disminucion de la entrada, almacenamiento y
mecanismos de union del Ca2* pueden disminuir la contraccién inducida por
fenilefrina como se muestra en nuestros resultados y también de KCI como se
observd en el estudio de Pfaffman et al., 1982 y datos recientes de nuestro
laboratorio. 3) una disminucién de la utilizacion de Ca?* por las proteinas
miofibrilares o una reduccion en la sensibilidad de actina-miosina al Ca?* también
conlleva a que la contraccion disminuya. 4) disminucion de la sintesis o aumento
del metabolismo de las proteinas podria conducir a la reduccion de las proteinas
contractiles y en consecuencia provocar menor contraccion (Pfaffman et al., 1982).
5) glicosilaciones de actina, miosina y calmodulina pueden causar disminucién de
la respuesta contractil en la aorta de ratas diabéticas (Koboyashi et al., 1999),
sustentando lo anterior algunos autores han reportado aumento en las
glicosilacion de estas proteinas en plaquetas, cerebro y cristalino de ratas
diabéticas; por lo que es posible pensar que en el musculo liso de la aorta ocurra
lo mismo (Cohen et al., 1989; Muruganandam et al., 1993; Pekiner et al., 1993;
Evcimen y Nebioglu, 1996).
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7.2 El papel de lavia de las ciclooxigenasas en la reactividad vascular

La inhibicion de las COX’s con indometacina no afecté significativamente la
contraccion adrtica en animales normales y diabéticos, lo que nos podria sugerir
que las COX’s no participan en la regulacion del tono vascular o que ambas
isoformas de COX ejercen papeles opuestos una de la otra (una como
vasodilatadora y otra como vasoconstrictora) de tal manera que la inhibicion de
ambas isoformas enmascara su participacion en el proceso contractil provocado
por la fenilefrina. Los resultados son consistentes con investigaciones anteriores
(Garcia Hurtado et al., 2006), en un modelo de aorta de ratas diabéticas de 4
semanas, en donde al inhibir con indometacina no encontraron diferencias
significativas en la reactividad vascular al estimular con fenilefrina, en anillos con
endotelio y sin endotelio, lo que observamos en nuestros resultados. Pero difiere
con lo reportado por Aloysius et al (2012) en un modelo de diabetes de 8 semanas
en donde la contraccion inducida por fenilefrina en aorta de rata aumenta
significativamente en el grupo diabético al inhibir COX con indometacina. También
se ha reportado el porcentaje de dilatacion inducida por bradicinina en arteriolas
coronarias de pacientes diabéticos se mostré que la indometacina disminuyo la
dilatacion dependiente del endotelio a la bradicinina en pacientes diabéticos
mientras que en pacientes normoglucémicos no tuvo efecto significativo (Szerafin
et al., 2006). Las discrepancias en estos hallazgos pueden deberse a la duracion,
gravedad, y tiempo de evolucion de la diabetes, ademas del tejido con el que se
estudia y del modelo experimental. Nuestros resultados indican claramente que las
COX’s no ejercen una participacién en la regulacién del tono vascular en la aorta,
sin embargo, es bien sabido que cada isoforma puede tener funciones diferentes
en la regulacion del tono vascular (Wong et al., 2010; Félétou et al., 2011) por lo
que fue necesario realizar la inhibicion selectiva de cada isoforma de COX y asi

poder dilucidar cual es el papel que estas tienen en la reactividad vascular.

7.3 El papel de las isoformas de COX en la reactividad vascular
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La inhibicion de COX-1 con SC560 no mostrd efectos significativos sobre la
contraccion en los anillos adrticos con y sin endotelio de ambos grupos
(normoglucémicos y diabéticos). Por el contrario, la inhibicion especifica de COX-2
con NS-398 disminuyd significativamente la contraccién adrtica en anillos con
endotelio de ratas normoglucémicas y diabéticas (1 y 4 semanas), mientras que en
los anillos sin endotelio no se observé un efecto significativo del inhibidor sobre la
contraccion aortica. Los hallazgos mencionados sugieren que los prostanoides
provenientes de COX-1, no participan en la regulacion del tono vascular en las
condiciones estudiadas al no observarse efectos significativos del inhibidor
selectivo (SC560) en la respuesta contractil de la aorta. En contraste, la COX-2
endotelial tiene una importante participacion en la respuesta contractil a través de
la liberacion de prostanoides vasoconstrictores en nuestro modelo de diabetes
experimental, entre los cuales podrian encontrarse: TXA2, PGF2q, PGE2 y PGHa.
Esto es consistente con lo reportado por Bagi et al., (2005) en un modelo de
ratones diabéticos en donde observan que el diametro arteriolar inducido por
presion intraluminal no cambia al inhibir COX-1 con SC560, pero al inhibir COX-2
con NS-398 el diametro arteriolar aumenta (relajacién) sugiriéndoles que la COX-2
actua liberando prostanoides vasoconstrictores. Guo et al (2005) también reporta
disminucién de la contraccion, al inhibir COX-2 en un modelo de aorta de ratones
diabéticos. Efectos semejantes se han reportado en arterias cerebrales
isquémicas en donde inhiben a la COX-2 con NS-398 y observan una disminucion
en la contraccidén inducida por noradrenalina, atribuyéndole a COX-2 un papel
como liberador de prostanoides vasocontractiles en presencia de esta patologia
(Monge et al., 2010).

Finalmente sabemos que en estos modelos la COX-2 participa en la liberacion de
prostanoides vasoconstrictores,lo que se atribuye a un aumento en la expresion
COX-2 en condiciones diabéticas. El TXA2 podria ser el prostanoide involucrado
en este fendbmeno segun con lo mencionado por Consentino et al., (2003). Ellos
reportaron que las células endoteliales humanas expuestas a altas

concentraciones de glucosa expresaron una mayor cantidad de COX-2 y liberaron
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mayor cantidad de TXA2. Peredo et al., (2006) reportan resultados informando una
disminucion en los niveles de PGl2 y un aumento de TXA2 en aorta a 180 dias de
diabetes. Lo que nos indicaria que la COX-2 libera TXA2 principalmente, aunque
no se descarta la posibilidad de que otro prostanoide vasoconstrictor esté

participando en la regulacién de la contraccién en nuestro modelo experimental.

7.4 Papelde la PGISy TXAS

Los resultados mostraron que la inhibicion de la TXAS con ozagrel no provoco
cambios significativos en la contraccion inducida por fenilefrina en anillos (con y
sin endotelio) de ratas diabéticas y normoglucémicas, lo sugiere que la TXAS no
participa en la regulacion del tono vascular en la aorta. Nuestros resultados no
coinciden con lo reportado por Lee y colaboradores (2008) en donde se encontrd
que el ozagrel revierte las constricciones y restablece el flujp sanguineo sélo en
las arteriolas de retina de ratas diabéticas. Estas discrepancias pueden deberse a
las diferencias en la duracién e intensidad de la diabetes y en el tejido sobre el que
se trabaja. Por otro lado, la inhibicion de PGIS con tranilcipromina (2PCPA)
bloqueo significativamente la respuesta a fenilefrina principalmente en anillos sin
endotelio en ambos tiempos de exposicion a diabetes (1 y 4 semanas) y en ambas
condiciones (normoglucémicas y diabéticas). La Tranilcipromina disminuy6 la
reactividad vascular inducida por fenilefrina, lo que es consistente con lo reportado
por Ribback et al., (2012) en donde evaluan el efecto de tres farmacos, entre ellos
Tranilcipromina y se observan que tiene propiedades vasodilatadoras en aortas de
ratas, manteniendo el efecto relajante después de remover el endotelio como se
observa también en nuestros resultados. Ellos sugieren que la Tranilcipromina
puede reducir el tono de las arterias mediante la inhibicion de los receptores
suprarrenales o de prostaglandinas, interfiriendo asi con la via farmacomecanica
o por un efecto en el mecanismo electromecanico. Hong y colaboradores, (1980)
examinaron el efecto inhibidores de la PGIS, reportando que la Tranilcipromina
ademas de inhibir la sintesis de PGk también inhibe el proceso que conduce a la
liberacién de acido araquidénico (aunque no esta claro cobmo se produce este

ultimo), por lo que afectaria la produccion de prostanoides y a la reactividad
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vascular (como lo podemos observar en nuestros resultados con la disminucién de
la contraccién);, ademas mencionan que algunas dosis de Tranilcipromina
(mayores a 800 pg/ml) son téxicas para las células. Se ha propuesto que
tranilcipromina pudiera actuar directamente sobre la fosfolipasa o mediante algun
otro mecanismo que pudiese estar relacionado con los mecanismos de
contraccion del musculo liso, pudiendo afectar la entrada de Ca?* y su
reconocimiento por algunas enzimas que participan en el proceso contractil, por
ejemplo, algunas cinasas, fosfatasas, proteinas miofibrilares etc. (Pfaffman et al.,
1982). La tranilcipromina forma parte del grupo de los inhibidores de la MAO
(enzima que degrada catecolaminas), se piensa que estos inhibidores producen

hipotensidn ya sea por mecanismos periféricos o centrales (Marwood et al, 1985).

8. CONCLUSIONES

La reactividad de la aorta a la fenilefrina esta disminuida en ratas diabéticas de 1y

de 4 semanas de evolucion.

La participacion de los prostanoides derivados de la COX-2 en la contraccion de la

aorta inducida por la fenilefrina no se modifica por la diabetes.

La inhibicion de TXAS con Ozagrel no tuvo efecto en la reactividad vascular, lo

que indica que el tromboxano parece no participar en la reactividad de la aorta en

este modelo experimental.

La tranilcipromina reduce la contraccién inducida por fenilefrina, posiblemente por
un efecto directo del farmaco sobre el musculo liso de la aorta, siendo mas

evidente en anillos de ratas diabéticas sin endotelio.
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