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3. RESUMEN

El sistema cardiovascular (SC) tiene como principal funcién el transporte de nutrientes y O,
a todo el cuerpo, constituido por el corazén y los vasos sanguineos. La aorta, la arteria mas
grande del organismo humano, esta caracterizada por una capa de intima, media y
adventicia. El endotelio vascular, la capa intima, posee un papel fisiol6gico en la modulacién
del tono de las células del musculo liso vascular (VSMC) mediante la liberacién de
sustancias vasodilatadores como el 6xido nitrico (NO). A partir de L-arginina, por accion de
la enzima sintasa del éxido nitrico (NOS), el NO es sintetizado y es el principal responsable
de la vasorelajacion, contribuyendo al funcionamiento adecuado del endotelio vascular.
Cuando las células endoteliales (EC) reducen su capacidad para liberar NO se produce una
disfuncion endotelial, que puede ser indicador de enfermedades cardiovasculares.

La L-citrulina es un aminoé&cido utilizado como un farmaco nutriente inocuo, que
incrementa la sintesis de L-arginina y por consecuencia, la biodisponibilidad de NO,
favoreciendo a la vasodilatacion y al adecuado funcionamiento del endotelio. Ademas, ha
demostrado ventajas sobre la suplementacion con L-arginina, al ser mejor tolerado
gastrointestinalmente y al evitar el metabolismo hepético de primer paso.

Por tal motivo, en el presente trabajo nos propusimos evaluar el efecto de la
administracién oral crénica de la L-citrulina (3 meses) en la relajacion de la aorta de ratas
macho y hembra Sprague Dawley adultas (11 meses). Se utilizé un sistema de 6érganos
aislados in vitro, donde los anillos de aorta fueron contracturados con Phe (100 uM) para
posteriormente evaluar la relajacion inducida por ACh a una concentraciéon Unica (100 uM)
y una curva acumulativa (0.01-100 uM). Los resultados mas significativos de este trabajo
muestran que, en el grupo experimental de hembras tratadas con L-citrulina se produjo una
mayor relajacién con respecto a las no tratadas. Otro resultado desatacado fue que se
presentd una mayor relajacion por ACh en los anillos de aorta aislados de las hembras
tratadas con L-citrulina en comparacion con los machos también tratados. Con estos
resultados determinamos que la administracion oral de la L-citrulina modifica la respuesta

de relajacién en la aorta de ratas hembra.
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4. INTRODUCCION

4.1 El sistema cardiovascular

El sistema cardiovascular (SC) tiene como funcion principal proporcionar y facilitar
el transporte de nutrientes y Oz a los tejidos del cuerpo., asi como, la eliminacion de
los productos de desecho, como el CO2. Estéa constituido por el corazén y los vasos
sanguineos, los cuales comprenden a las arterias, arteriolas, venas, vénulas y

capilares (Aaronson et al., 2020).

La funcién principal de las arterias es transportar sangre oxigenada desde el
corazén a la periferia del cuerpo. Las arterias que van disminuyendo de tamafo
conducen la sangre hacia las arteriolas y, finalmente, a los capilares sanguineos,
donde se produce el intercambio de nutrientes y gases entre la sangre y los tejidos.
Los capilares estan estrechamente envueltos por células de musculo liso vascular
(VSMC, por sus siglas en inglés) que confieren accién contractil y suministran
sangre de manera directa a los tejidos por un proceso de perfusion. Las arteriolas
son filamentos elasticos, resultan de ramificaciones de las arterias, se extienden
hacia el interior del tejido, cumpliendo con funciones de anclaje. Las venas se
conectan a las arterias por medio de los capilares, su principal funcion es colectar
la sangre desoxigenada y transportarla de vuelta al corazén. Finalmente, las vénulas
son los vasos que conducen la sangre desde los capilares hacia las venas (Geiger,
2019).

La aorta es la arteria mas grande del cuerpo humano. Se divide en los
segmentos toracico y abdominal, dependiendo de la localizacién con respecto al
diafragma. La aorta toracica se divide en aorta ascendente, arco aortico y aorta
toracica descendente. La aorta toracica empieza como una estructura anterior, en
direccién superior hacia el esternén y se desplaza en direccidén posterior entrando
en el mediastino. La aorta toracica descendente se localiza posterior al es6fago y
anterior a la columna vertebral (Dieter et al., 2019; Klabunde, 2021; Topo et al.,
2008).
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La estructura morfolégica de la aorta, al igual que los vasos sanguineos
arteriales y venosos, se compone por tres capas o tunicas (Fig. 1): intima, media y
adventicia (Klabunde, 2021).

La tunica intima es una capa fina interna conformada por una monocapa de
células endoteliales delgadas, denominada también endotelio, que se encuentra
sostenida por tejido conectivo. Las células endoteliales tienen uniones estrechas
entre si, impidiendo que moléculas grandes difundan por el endotelio. Las células
endoteliales desempeiian un papel importante en el control de la permeabilidad
vascular, contraccion, relajacién, angiogénesis y regulacion de la homeostasis
(Aaronson et al., 2020; Klabunde, 2021).

La tunica media se separa de la tinica intima por la lamina elastica interna,
conformada principalmente de elastina. La tinica media comprende las células del
musculo liso, unidas por una matriz extracelular, compuesta principalmente por
componentes elasticos y no elasticos como colageno, elastina y glicoproteinas. Las
células musculares adyacentes son areas de contacto celular, donde canales
ionicos favorecen el paso de los iones de una célula a otra, donde las células del
musculo liso forman un sincitio. La capa media de la aorta se caracteriza por ser de
un gran grosor al ser abundante en muasculo liso y fibras elasticas. La aorta es tan
gruesa que requiere su propia red capilar nutritiva, denominada vasa vasorum
(Aaronson et al., 2020; Afewerki et al., 2019; Consigny, 1991; Dieter et al., 2019;
Klabunde, 2021).

Finalmente, la tunica adventicia se separa de la media por una lamina elastica

externa. La tdnica adventicia contiene coldgeno que soporta fibroblastos, vasa
vasorum, el cual proporciona nutrientes a la pared exterior del vaso, y los nervios
auténomos, principalmente a los adrenérgicos simpaticos (Consigny, 1991;
Klabunde, 2021).

13
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Figura 1. Esquema de la estructura morfologica de la aorta. La aorta se encuentra
constituida por tres capas: intima, media y adventicia. Vista transversal.

Las VSMC conforman al musculo liso vascular (MLV), siendo parte de la capa
media de los vasos (Fig. 1), tienen una funcién fisiol6gica significativa en la
regulacion del tono vascular dado a que expresan diferentes genes y proteinas
importantes para los mecanismos de contraccién y relajacion vascular, permitiendo
la regulacion del diametro del lumen del vaso, ayudan al mantenimiento de la
presion arterial normal y proporcionan estabilidad estructural. Se caracterizan por
tener forma de huso o fusiformes y son alargadas, miden de 5 a 10 um de diametro,
van desde los 50 a los 400 um de largo y poseen un nucleo central (Gao, 2022,
Keynes et al., 2011).

La contracciéon de las VSMC se regula por la presencia de las proteinas
contractiles miosina y actina, proteinas que se organizan en filamentos gruesos de
miosina y filamentos delgados de actina dispuestos en el citoplasma (Fig. 2). A
diferencia de las células del masculo estriado, no muestran estrias, ni sarcomeros
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y usan la energia liberada por la hidrolisis del adenosin trifosfato (ATP) (Keynes et
al., 2011; Webb, 2003).

En los filamentos del MLV, existen dos principales isoformas de actina: a- y
v- actina, que se unen para formar dos cadenas paralelas entre si, conformando una
estructura helicoidal. Los filamentos delgados se conectan por cuerpos densos en
el citoplasma y se adhieren a las placas de unién en la membrana celular (Aguilar
& Mitchell, 2010).

Los filamentos gruesos del musculo liso estan formados por moléculas de
miosina tipo Il, que constan de dos cadenas pesadas y cuatro cadenas ligeras. Las
dos cadenas pesadas se tuercen ligeramente, conformando cada una, una cabeza
globular. Las cuatro cadenas ligeras se unen a las cabezas de miosina formando
una estructura larga de doble hélice. Cada filamento de miosina esta rodeado por
varios filamentos de actina. El movimiento en el musculo liso es generado por los
puentes cruzados de miosina, que interactian con los filamentos delgados de
actina. (Aguilar & Mitchell, 2010; Consigny, 1991; Keynes et al., 2011).

15
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Figura 2. Esquemade las proteinas contractiles de lacélula del masculo liso vascular.
Las proteinas contractiles del MLV son los filamentos gruesos de miosina y los filamentos
delgados de actina, conectados por los cuerpos densos. Las células se comunican con
células adyacentes a través de la unién Gap. MLV: musculo liso vascular.

4.2 Los mecanismos de contraccion y relajacion del musculo liso vascular

El musculo liso de los vasos sanguineos se encuentra en un estado parcialmente
contraido, lo que determina el diametro del vaso en reposo. En condiciones
fisiolégicas, el desencadenante de una contraccion de las VSMC es el incremento
de la concentraciéon de Ca?* intracelular ([Ca?']i), el cual puede derivar de dos
procesos, descritos a continuacion (Consigny, 1991; Somlyo & Somlyo, 1994;
Somlyo et al., 1999; Zhao et al., 2015):

e Acoplamiento electromecanico. Debido a los cambios en el potencial de la

membrana por una despolarizacion, los canales de Ca?* dependientes de
voltaje (VDCC, por sus siglas en inglés) se abren, permitiendo la entrada
de Ca?*, aumentando la concentracioén intracelular de este ion.

e Acoplamiento farmacomecéanico. De manera general, este mecanismo

esta dado por la union de un neurotransmisor o de un agonista con su
receptor de la membrana, por consecuencia se producen segundos

mensajeros gque provocan la liberacion de Ca?* del reticulo sarcoplasmico
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(SR, por sus siglas en inglés) inducida por el inositol 1,4,5-trifosfato (IPs,

por sus siglas en inglés).

Con este segundo proceso, se desencadena una via de transduccion de
sefales que involucra a los receptores acoplados a proteinas G (GPCR, por sus
siglas en inglés) y las proteinas G heterotriméricas. Los GPCR se caracterizan por
responder a estimulos extracelulares como hormonas y neurotransmisores para

transmitir dichas sefiales al interior de la célula (Calebiro et al., 2021; Gao, 2022).

4.2.1 Los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) v las proteinas G

Los GPCR son la clase méas grande de proteinas de membrana. Se caracterizan por
ser proteinas integrales de membrana, con una estructura de siete dominios
transmembranales que proporcionan un sitio de union a los ligandos (TM1-TM7)
unidos por tres bucles extracelulares (ECL1-ECL3) y tres bucles intracelulares
(ICL1-ICL3), con un extremo N extracelular y un extremo C intracelular (Alexander
et al., 2019; Calebiro et al., 2021; Venkatakrishnan et al., 2013)

Los GPCR interactian con las proteinas G en la membrana plasmatica. En
el momento que una molécula de sefalizacion externa se une a un GPCR, provoca
un cambio conformacional en éste. Este cambio, desencadena la interaccion entre

el GPCR y una proteina G.

Las proteinas G son proteinas heterotriméricas; es decir, se conforman por
tres subunidades: a, By y. En su estado inactivo o de reposo, la subunidad a (Ga)
se encuentra unida al guanosin difosfato (GDP, por sus siglas en inglés) y asociada
con el dimero Gy. En cuanto un agonista se une a un GPCR, se produce un estado
activo, donde el GDP se disocia de la subunidad a y es reemplazado por guanosin
trifosfato (GTP, por sus siglas en inglés), la unién de GTP a la subunidad o induce
un cambio conformacional, que trae como consecuencia la disociacion de la
subunidad Go del complejo GPy (Latek et al., 2012; Offermanns, 2003; Purves et
al., 2001).
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Las proteinas G se dividen en cuatro subfamilias basados por su similitud en
su secuencia de aminoacidos y en su funcién: Ggi1, Gs, Gi y Gi213. Todas son
proteinas que desempefian un rol importante en la regulacion de diferentes sistemas
de transduccion de sefales, incluidos el sistema adenilil ciclasa (AC)/adenosin
monofosfato ciclico (AMPc, por sus siglas en inglés), implicado en la regulacion del
tono vascular (Bassil & Anand-Srivastava, 2007; Calebiro et al., 2021; McCudden et
al., 2005).

La proteina Gg11 promueve la activacion de la enzima fosfolipasa C (PLC, por
sus siglas en inglés), la cual activa al fosfatidilinositol 1,4 bifosfato (PIP2, por sus
siglas en inglés), generando la formacién de dos segundos mensajeros, el IP3y el
diacilglicerol (DAG, por sus siglas en inglés). El IP3 se une al receptor de inositol
1,4,5-trifosfato (IPsR, por sus siglas en inglés) que se encuentran en la membrana
del SR, favoreciendo la liberacion de Ca?* al citosol y por consecuencia
incrementando la concentracién de [Ca?*]i, el cual se une a la calmodulina formando
asi el complejo Ca?*-calmodulina y activando a la enzima cinasa de la cadena ligera
de miosina (MLCK, por sus siglas en inglés). Mientras que, el DAG activa a la
proteina cinasa C (PKC, por sus siglas en inglés), que activa a la proteina CPI-17,
e inhibe la fosfatasa de la cadena ligera de miosina (MLCP, por sus siglas en inglés),
promoviendo la contraccion (Bastin & Heximer, 2011) (Fig. 3).
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(Modificado de Consigny, 1991; Hofmann et al., 2000).

Figura 3. Representacién esquemaética del mecanismo de contraccién del musculo
liso vascular. La union de un agonista al receptor transmembranal provoca que la
subunidad « de la proteina Gq active a la PLC, que escinde al PIP, formando DAG e IPs.
PIP; actta sobre IP3R liberando el Ca®* del SR. El incremento del Ca?* intracelular favorece
la formacién del complejo Ca?*-calmodulina, el cual activa a MLCK. La MLCK activa,
fosforila la MLC, favoreciendo la formacién de puentes cruzados entre las cabezas de
miosina y filamentos de actina, dando como resultado la contraccion del MLV. El DAG
formado activa a la proteina PKC, que actla sobre CPI-17, con un rol inhibidor sobre la
MLCP, favoreciendo la contraccion. PLC: fosfolipasa C, PIP.: fosfatidilinositol 1,4 bifosfato,
DAG: diacilglicerol, IP3: inositol 1,4,5-trifosfato, IPsR: receptor inositol 1,4,5-trifosfato,
MLCK: cinasa de cadena ligera de miosina, MLC: cadena ligera de miosina, PKC: proteina
cinasa C, MLCP: fosfatasa de cadena ligera de miosina.
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La activacion de la proteina Gs estimula la activacion de la AC que se
encuentra unida a la membrana, la que cataliza la formacién del AMPc intracelular
a partir de ATP y una posterior activacion de la proteina cinasa A (PKA) dependiente
de AMPc. El AMPc disminuye la fosforilacion de la MLCK, evitando que el complejo
Ca?*-calmodulina se active, inhibiendo asi las interacciones entre la actina y la
miosina provocando la relajacion del MLV (Althoff & Offermans, 2015; Bastin &
Heximer, 2011; Peters & Michel, 2003).

La proteina Gi presenta tres isoformas diferentes de Giu-Gia-2, Gie-2 ¥ Gia3,
codificado por tres genes distintos. Estas tres isoformas estan relacionadas con la
regulacion de la inhibicion de la AC, lo que reduce la generacién de AMPc y la
activacion de canales de K* (Althoff & Offermanss, 2015; Bassil & Anand-Srivastava,
2007).

La proteina Gi213 esta vinculada con la activacion por la union de GTP a
RhoA, la cual estimula a la proteina cinasa asociada a Rho (ROCK, por sus siglas
en inglés) que fosforila e inhibe a MLCP, y al inhibirla se favorece la contraccién
(Althoff & Offermanns, 2015; Gohla et al., 2000; Jalil et al., 2005).

4.2.2 Contraccion del musculo liso vascular (MLV) vy la participacion del Ca?*

El Ca?* es un ion que participa como mensajero intracelular en la sefializacion del
MLV. En las VSMC las concentraciones basales de [Ca?]i oscilan entre 100-150
nM, mientras que la [Ca?] en los depdsitos intracelulares y en el espacio
extracelular son mayores a 5-10 mM y 2 mM, respectivamente, creando un gran

gradiente quimico a favor de la entrada de Ca?* en el citosol.

El ingreso de Ca?' extracelular puede ser regulado por diferentes vias,
principalmente a través de los canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo L (L-
VDCC, por sus siglas en inglés), los cuales dependen de la despolarizacion de la
membrana, permitiendo la entrada de Ca?* y por consecuencia, ocurriendo la
contraccion. Asi también, por los canales de calcio operados por receptores (ROCC,

por sus siglas en inglés), los cuales son activados por agonistas y los canales
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operados por almacenamiento (SOCCs, por sus siglas en inglés) que son activados

por un decremento de Ca?* del SR (Berridge et al., 2003; Reyes-Garcia et al., 2018).

Con la elevacién de la [Ca?*]i se forma el complejo Ca?*-calmodulina, el cual
activa a la MLCK, la cual fosforila la cadena ligera de miosina (MLC, por sus siglas
en inglés). La miosina fosforilada forma puentes cruzados. El ciclo de los puentes
cruzados inicia cuando la cabeza de la miosina se une a los filamentos delgados de
la actina. Posteriormente, por la union del ATP a la cabeza de la miosina, se produce
un cambio conformacional lo que induce la pérdida de la afinidad de la miosina por
la actina (Aaronson et al., 2020; Consigny, 1991; Klabunde, 2021).

La actividad de ATPasa de la miosina Il, hidroliza ATP para formar adenosin
difosfato (ADP, por sus siglas en inglés) y Pi, reaccion que proporciona la energia
necesaria para la contraccion muscular. La cabeza de la miosina vuelve a unirse al
filamento de la actina, diferente a la posicion inicial. El ciclo finaliza con el regreso a

la posicién inicial y desplazando el filamento de la actina (Gao, 2022).

4.2.3 Relajacion del musculo liso vascular (MLV) v la participacion del Ca?*

La relajacion del MLV ocurre por la inhibicién del estimulo de contraccion o la accion
directa de un mecanismo de relajacion. Indistintamente, la relajacién se da por una
disminucién de la [Ca?*]i, la reduccién de la actividad de la MLCK y/o una mayor
actividad de la MLCP. Asimismo, puede deberse a los mecanismos de sefializaciéon

asociados a la activacion de la proteina Gs (Consigny, 1991; Webb, 2003).

Como hemos comentado previamente que, un decremento en la [Ca?*]i trae como
consecuencia la relajacion de las VSMC. Los principales mecanismos responsables
de este decremento son la Ca?*-ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA, por
sus siglas en inglés) y la Ca?*-ATPasa del reticulo sarcoplasmico (SERCA, por sus
siglas en inglés). Ambas ATPasas, por la hidrdlisis del ATP, permiten el movimiento
de iones Ca?* a través de las membranas biolégicas (Brini, 2013; Periasamy &

Kalyanasundaram, 2007).
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En la membrana plasmatica existe el intercambiador de Na*/Ca?* que
participa también a disminuir el [Ca?*]i. En células en reposo, por cada ion Ca?* que
sale, entran tres de Na*. Mientras que, en células activas actia de modo inverso,
por cada tres iones de Na* que salen, entra uno de Ca?*. La entrada de Ca?* por el
intercambiador Na*/Ca?* mantiene la produccién de NO, dando como resultado una

relajacion dependiente del endotelio (Berra-Romani et al., 2010).

Existen otros mecanismos relacionados con la relajacion del MLV, que estan
vinculados con la activacion de la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA, por
sus siglas en inglés). La fosforilacién del IP3 por PKA ocasiona un decremento de la
salida de Ca?* del SR. Mientras que, la PKG al fosforilar fosfolamban (PLB, proteina
qgue inhibe la actividad de SERCA) promueve el ingreso del Ca?* al SR,
disminuyendo la [Ca?']i. La PKA al fosforilar la MLCK, disminuye la afinidad del

complejo Ca?*- calmodulina, reduciendo su actividad (Berra-Romani et al., 2010).

4.2.3.1 Participacion del 6xido nitrico en la relajacion del musculo liso vascular

El 6xido nitrico (NO) es una molécula mediadora enddgena de sefializacion, que se
produce en una gran variedad de células. EI NO patrticipa en diversas funciones
biolégicas importantes, como la neurotransmision, la vasodilatacién, la
inmunotoxicidad y la transduccion de sefiales. Una de las funciones mas relevantes
es que contribuye a la regulacion de la contraccion y la relajacion de los vasos

sanguineos (Moncada et al., 1991; Vanhoutte et al., 2016).

La produccién del NO es uno de los principales mecanismos implicados en
el funcionamiento apropiado del endotelio, regulacion del tono vascular y contribuye
al mantenimiento de la estructura de la pared arterial previniendo la filtracion de
leucocitos y formacion de trombos y angiogénesis (Martinez-Augustin, 2004; Ochiai
et al., 2012)

Una disminucioén de la produccion de NO puede provocar disfuncion celular,
disminucioén del flujo sanguineo y del transporte de glucosa, resistencia a la insulina,

hipertension y diabetes. Estudios experimentales y clinicos han definido que la
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disminucién de produccion de NO promueve enfermedades cardiovasculares (ECV)
y enfermedades metabdlicas, causando importantes alteraciones fisiologicas

(Rodrigues-Krause et al., 2012).

El NO es sintetizado a partir del aminoacido L-arginina, por la accién de la
enzima sintasa del 6xido nitrico (NOS, por sus siglas en inglés) (Palmer et al., 1988).
La NOS comprende tres isoformas distintas: NOS neuronal (NOS 1 o nNOS) en
células neuronales del cerebro en neuronas no adrenérgicas, no colinérgicas; NOS
inducible (NOS-2 o iNOS) inducida por macréfagos en respuesta a una elevada
secrecion de citocinas y NOS endotelial (NOS-3 0 eNOS) producida por las células
endoteliales. La isoforma eNOS esta expresada mayoritariamente en las células
endoteliales, como un mediador significativo para mantener la funcién e integridad

del endotelio y regula la funcién vascular (Dimitris et al., 2012)

Todas las isoformas de NOS utilizan a la L-arginina como substrato, y
oxigeno y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH, por sus siglas en
inglés) como co-substratos, mientras que el dinucle6tido de flavina-adenina (FAD)
y tetrahidrobiopterina (BH4) son cofactores. (Sanders et al., 2000; Fosterman &
Munzel., 2006; Forstermann & Sessa, 2012; Zhao et al., 2015).

Los mondmeros NOS son capaces de transferir electrones desde NADPH,
hasta FAD y mononucle6tido de flavina (FMN) y tienen capacidad limitada para
reducir el oxigeno molecular (O2) a superéxido (O2) (Forstermann & Sessa, 2012).

La desregulacion o la sobre expresion de cualquiera de las tres isoformas de
NOS, eNOS, iINOS y nNOS, estéa involucrada en procesos patolégicos, como la
aterosclerosis, hipertension, inflamacion, cancer, sepsis o hipoxia (Cinelli et al.,
2020; Fostermann & Sessa, 2012).

A nivel intracelular, el NO generado a partir de L-arginina mediante la NOS
activa la guanil ciclasa soluble (GCs). EI NO se puede producir mediante una NOS
dependiente de Ca?'/calmodulina en una célula endotelial adyacente. La GCs
produce un cambio conformacional en el sitio catalitico e incrementa la conversién

de GTP a guanosin monofosfato ciclico (GMPc). Asimismo, la GMPc activa a la
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proteina cinasa dependiente de GMPc (PKG, por sus siglas en inglés), la cual
fosforila canales de K* activados por Ca?* (BKCa) provocando una hiperpolarizacion
de la membrana, inhibiendo la entrada de Ca?* por los VDCCs. Del mismo modo,
PKG promueve la recaptura del Ca?* al SR y como consecuencia, la disminucion de
[Ca?*]i induce la relajacion (Aaronson et al., 2020; Burgoyne & Eaton, 2010; Gao,
2022; Hofmann et al., 2000; Zhao et al., 2015). Ademas, la actividad de SERCA esta
regulada por la PLB, que en su estado desfosforilado, inhibe a SERCA vy el
transporte de Ca?* al SR (Fig. 4).

En conclusion, la produccion del NO esta regulada por la disponibilidad de
L-arginina y L-citrulina., una mayor disponibilidad del NO podria evitar una

disfuncion del tono vascular de los vasos sanguineos.
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Figura 4. Participacion del NO en la regulacién de la relajaciéon del MLV. ElI NO
proveniente del endotelio difunde a través de la membrana de la célula estimulando a la
GCs, la cual favorece la sintesis de GMPc a partir de GTP. El GMPc activa a la PKG, la
cual fosforila a los canales BKc,, sale el K™y ocurre la hiperpolarizaciéon de la membrana,
inhibiendo a los VDCC vy la entrada de Ca?" al citosol. Ademas, PKG fosforila a PLB
favoreciendo la actividad de SERCA que secuestra el Ca®" del citosol al SR. GMPc:
guanosin monofosfato ciclico, NO: éxido nitrico, GCs: guanil ciclasa soluble, GTP: guanosin
trifosfato, PKG: proteina cinasa dependiente de GMPc, BKca: canales de K* activados por
Ca*, VDCC: canales de calcio dependientes de voltaje, IP3R: receptor inositol 1,4,5-
trifosfato, SR: reticulo sarcoplasmico, PLB: Fosfolamban, SERCA: Ca?'/ATPasa del
sarco/reticulo sarcoplasmico, MLCP: fosfatasa de cadena ligera de miosina, MLC: cadena
ligera de miosina
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4.3 L-argininay la L-citrulina

4.3.1 La arginina

La arginina (L-arginina) es un aminoacido condicionalmente esencial, que actta
como sustrato para la sintesis de proteinas y participa en diversos procesos
fisiolégicos, incluyendo la vasodilatacion, secrecion hormonal, respuestas
inmunitarias, neurotransmision, adhesion de plaquetas y leucocitos. Representa el
14% del nitrogeno total en las proteinas corporales, por lo que sus requerimientos y

consumo adecuado a lo largo de la vida es crucial para la salud (Wu et al., 2021).

La L-arginina es un precursor para la sintesis de urea, poliaminas, fosfato de
creatina y proteinas (Mori & Gotoh, 2000). También, participa como un precursor
para la formacion del NO y L-citrulina por la actividad catalitica de NOS en presencia
de O2 y NADPH (Gambardella et al., 2020).

La L-arginina se puede sintetizar a partir de la L-citrulina, por accion de
diferentes enzimas (Szefel et al., 2019). El intestino y el higado son los principales
organos donde se sintetiza L-arginina y el rifidn es otro sitio de sintesis (Bescos et
al., 2012), realizando el transporte de la L-arginina de la sangre a las células por el

transportador de aminoacidos catiénicos (CAT) (Mori & Gotoh, 2000).

Las concentraciones fisiol6gicas de L-arginina plasmaticas son de 70 a 115
uM/L en personas adultas sanas, mientras que estas concentraciones disminuyen

conforme incrementa la edad (Bescos et al., 2012; Szefel, 2019; Gonzalez, 2023).

La deficiencia de L-arginina y por consecuencia, la ausencia de
biodisponibilidad del NO, se han relacionado con enfermedades cardiovasculares
como hipertension, insuficiencia cardiaca, aterosclerosis, resistencia a la insulina
(Martinez-Augustin, 2004). También, induce el incremento en las especies reactivas

de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), principalmente de superdxido (O27), que

pueden reducir la biodisponibilidad de NO a través de la generacion de peroxinitrito
(ONOO"), promoviendo la disfuncién endotelial (Allerton, 2018).
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La disfuncién endotelial constituye cualquier alteracion de la fisiologia del
endotelio que produzca un desequilibrio de las funciones el endotelio, como la
regulacion de la agregacion plaquetaria y la coagulacién sanguinea, la modulacion
del tono vascular, la regulacion de la proliferacion de las células de musculo liso y
la capacidad de reclutar células sanguineas. Es decir, cualquier evento que altere
la homeostasis del endotelio. La capacidad del endotelio para regular la
homeostasis vascular depende de la produccion de NO y cualquier disminucion en
la sintesis de NO puede provocar una insuficiencia vasodilatadora endotelial, como
un signo de disfuncién endotelial. (Martinez-Augustin, 2004; Versari, 2009). La
disfuncion endotelial es una causa principal asociada en las enfermedades

cardiovasculares, cualquier alteracion puede ser un predictor de dichas patologias.

En resumen, una apropiada sintesis de L-arginina permite la produccion de

NO favoreciendo a una adecuada funcion endotelial vascular.
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4.3.2 L-citrulina

La citrulina (L-citrulina) (CeH13N303) es un aminoacido neutro, no esencial y no
proteico (Fig. 5), el cual es un intermediario en el ciclo de la urea y un precursor
endogeno de la sintesis de L-arginina. lgualmente, participa en la regulacion y
produccion del NO, posee propiedades antioxidantes y vasodilatadoras. Teniendo
entonces, una enorme importancia en el metabolismo celular (Gonzalez et al., 2023;
Maric et al., 2021; Romero et al., 2006).

O O

A

H,N NH OH

2
NH2

(Realizada en Biomodel, 2024)

Figura 5. Formula desarrollada de la citrulina.

La L-citrulina obtiene su nombre cientifico de la sandia, Citrullis vulgaris, de
donde fue aislada por primera vez al encontrarse en altas concentraciones. También
esta presente en una menor concentracion en otros frutos, como el pepino, el melon
y la calabaza, (Curis et al., 2005). El aislamiento de la citrulina del jugo de la sandia
fue realizado por primera vez en 1930, aunque se ha propuesto que el primer
aislamiento fue por Koga & Ohtake en 1914 (Joshi et al., 2019).

Se ha reportado que las concentraciones que la L-citrulina plasmatica son de
aproximadamente 20-40 pumol/L en individuos sanos (Papadia et al., 2018;
Bahadoran et al., 2020).

Al ser un aminoacido no proteico, la L-citrulina se incorpora a las proteinas
por modificaciones postraduccionales en los residuos de L-arginina, este proceso

se denomina citrulinacibn o desaminacion. Este implica que, la actividad de la
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enzima peptidil arginina deiminasa (PAD) cause la escision hidrolitica y conversion
de L-arginina en L-citrulina y un ion amonio NH4* (Romero et al., 2006; Maric et al.,
2021).

4.3.2.1 Sintesis y metabolismo de L-citrulina

El intestino delgado, donde se encuentran los enterocitos, contribuye de forma
significativa en los niveles circulantes de la L-citrulina, dependiente del ciclo
proximal de la urea en el intestino. Por ello, el intestino es el sitio principal de la
biosintesis de la L-citrulina, del 60 al 90% de la L-citrulina encontrada en plasma
proviene de esta fuente. Otra fuente importante es la producida en el higado
(hepatocitos) originada como intermediario del ciclo de la urea (Fig. 6) (Curis et al.,
2005; Romero et al., 2006; Bahadoran et al., 2021; Maric, 2021).

La glutamina (GLN) es el principal precursor de la sintesis de la L-citrulina
intestinal y sirve como sustrato en la sintesis de novo de la L-arginina en mamiferos,
a traves de la enzima de la glutaminasa, formando glutamato. Posteriormente, la
enzima pirrolina-5-carboxilato sintasa (P5CS) forma un intermediario, el L-glutamil-
semialdehido para formar a la pirrolina 5-carboxilato. Consecutivamente, la enzima
ornitina aminotransferasa (OAT) participa en la formacion de la ornitina (ORN),
principal precursor en la biosintesis de L-citrulina (Curis et al., 2005; Bahadoran et
al., 2021; Maric, 2021).

El catabolismo del aminoacido prolina, procedente de la dieta, también
participa en el suministro de la ORN a través de la enzima prolina oxidasa, formando
P5CS. Asimismo, la L-arginina por actividad de la arginasa (ARGasa) formara urea
y ORN, contribuyendo también a la formacion de ORN. A partir de la ORN formada,
en la matriz mitocondrial de los enterocitos y hepatocitos, se produce L-citrulina por
accion de la enzima ornitina carbamoil transferasa (OCT), usando como sustrato a
carbamoil fosfato (Curis et al., 2005; Bahadoran et al., 2021; Maric, 2021).

Posterior a la liberacion de la L-citrulina, es captada y metabolizada por las

células del tubulo renal proximal del rifidn, la enzima argininosuccinato sintasa
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(ASS) convierte a la L-citrulina en L-argininosuccinato. A continuacion, la
argininosuccinato liasa (ASL) forma la L-arginina que se libera a la circulacion

sistémica para que sea utilizada por los tejidos periféricos (Fig. 6) (Bahadoran et al.,
2021; Maric, 2021).

La sintesis de L-citrulina también puede ocurrir por la actividad enzimética de
NOS, funcionando como sustrato a la L-arginina y, ademas, formando NO. Sin
embargo, en condiciones normales la actividad de NOS no contribuye

significativamente al flujo de L-citrulina en todo el cuerpo (Romero et al., 2006).
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Figura 6. Sintesis y metabolismo de la L-citrulina. En los enterocitos, la L-citrulina se
sintetiza a partir de la L-glutamina, donde por acciéon de la glutaminasa se forma L-
glutamato, por una serie de reacciones enzimaticas se forma L-ornitina, la cual se convierte
en L-citrulina por accion de la ornitina carbamoiltransferasa (OCT). La L-ornitina también se
puede formar a partir del catabolismo de la L-prolina, por la prolina oxidasa. La L-citrulina
es metabolizada en el rifién, y por accion de la argininosuccinato sintasa (ASS) y la
argininosuccinato liasa (ASL), se convierte en L-arginina que se libera a la circulacion. Otra
via a partir de la L-arginina, es la formacién de NO y L-citrulina por accién de la NOS,
también la ARGasa puede catabolizar a la L-arginina en urea y en L-ornitina. P5CS:
pirrolina-5-carboxilato sintasa, rx: reaccion, OAT: ornitina aminotransferasa, OCT: ornitina
carbamoiltransferasa, ASS: argininosuccinato sintasa, ASL: argininosuccinato liasa, NOS:
sintasa de 6xido nitrico, NO: 6xido nitrico, ARGasa: arginasa
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4.3.2.2 Suplementacion de la L-citrulina

La L-arginina ha sido utilizado para incrementar la produccion de NO a traves de la
NOS, lo que permite la restauracion de los niveles de NO a nivel celular,
favoreciendo la vasodilatacion y la perfusion muscular, mejorando el aporte de
nutrientes/oxigeno durante el ejercicio y regulando la proliferacion normal de las
VSMC (Alvares et al., 2011; Sanders et al., 2000).

No obstante, se ha reportado en personas sanas que, la administracion de L-
arginina durante una semana no incrementa la produccion de NO, evaluado a través
de la medicién de dos indicadores NO2 y NO- (Evans et al., 2004; Alvares, 2012).
De este modo, se determind que la suplementacion de L-arginina no es tan efectiva
en la produccion de NO. Esto es debido a que, al ser ingerida por via oral, la L-
arginina sufre un alto metabolismo de primer paso, es catabolizada por la enzima
ARGasa en el intestino, la cual la hidroliza a ORN y urea, dando como resultado
bajos niveles de L-arginina en el plasma y reduciendo su biodisponibilidad como
sustrato para la sintesis de NO (Fig. 7) (Luiking et al., 2010; Gonzélez et al., 2023).
Ademas, Grimble (2007) reporta efectos secundarios con la suplementacion oral
con L-arginina (>10 g) de tipo gastrointestinal como nauseas, diarrea y dolor

abdominal.

Schulman et al., (2006) realizaron un estudio clinico con 156 pacientes con
un infarto agudo de miocardio a los que se les administré L-arginina y placebo. Estos
autores reportaron que, cuando se administraba L-arginina no habia beneficios en
las mediciones de la rigidez vascular o la fraccién de eyeccion, comparada con las
terapias postinfarto estandar. Ademas, la administracion de L-arginina estaba
asociada con una mayor mortalidad postinfarto. Por lo que, estos autores sugirieron
gue no era seguro administrar L-arginina después de un infarto agudo de miocardio
(Schulman et al., 2006).
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Por ello, fue necesario la busqueda de otras alternativas mas seguras y
eficaces para incrementar la biodisponibilidad y las concentraciones plasmaticas de

L-arginina y NO.

Diversos estudios han demostrado que, la L-citrulina es un suplemento
organico oral seguro y un excelente precursor de la L-arginina y precursor indirecto
del NO (Jeremy et al., 1996; Papadia et al., 2018; Szefel et al., 2019; Wu et al.,
2021). Moinard y colaboradores (2008) en su estudio demuestran que la L-citrulina
es bien tolerada, al no provocar efectos secundarios gastrointestinales en dosis
altas (15 g). A diferencia de la L-arginina, que aun cuando es usada en dosis
moderadas (10 g) presenta molestias gastrointestinales descritas previamente
(Papadia et al., 2017; Moinard et al., 2008).

En un estudio clinico, se evalud la administracién intravenosa de la L-citrulina
posterior a una cirugia cardiaca en nifios. Los autores encontraron que la L-citrulina
puede considerarse como una terapia alternativa para la hipertension pulmonar
postoperatoria, debido a que no se observaron efectos secundarios, encontrandose

seguray bien tolerada (Barr et al., 2015).

Del mismo modo, se ha demostrado que la L-citrulina resulta ser un mejor
suplemento por via oral con respecto a la L-arginina, debido a que presenta una
mejor absorcién y un incremento en los niveles plasmaticos y tisulares de L-arginina
y en la biodisponibilidad de NO. Ademas, evita el metabolismo hepatico de primer
paso, ya que no es catabolizada por la enzima ARGasa, incluso es un inhibidor de
estd, por lo que puede suprimir su actividad, lo que puede significar una estrategia
para aliviar la disfuncién endotelial (Fig. 7) (Allerton, 2018; Curis 2005; Figueroa
2017; Figueroa et al., 2020; Gonzalez et al., 2023).

La suplementacién con L-citrulina podria ser un sustituto importante del
suministro de L-arginina bajo condiciones patoldgicas que aumentan la actividad de

la arginasa o limitan la disponibilidad de L-arginina (Romero et al., 2006).

Siendo asi, la L-citrulina es una alternativa viable para restaurar e

incrementar la concentracion de L-arginina y la biodisponibilidad del NO.

33



Claudia Patlan Lozano

Intestino:
enterocitos
I

(2

L-arginina

Células endoteliales

%_w - L-arginina l, l

T S T SR

L-citrulina

ASS

Arginino-
succinato

(Modificado de Figueroa, 2017)

Figura 7. Suplementacién oral de L-argininay L-citrulina. La L-arginina es catabolizada
en los enterocitos por la ARGasa a urea y ornitina, reduciendo su biodisponibilidad en
plasma. La enzima ARGasa no actla sobre la L-citrulina, esta tiene un efecto inhibidor (-)
sobre la ARGasa. En el rifidn, la L-citrulina se convierte en arginosuccinato por la ASS y
esta Ultima en L-arginina (sintesis de novo) por accion de la ASL, incrementando la
concentraciéon de L-arginina circulante. La eNOS utiliza a la L-arginina como sustrato para
producir L-citrulina y NO en las células endoteliales, el cual se difunde a las células del
musculo liso vascular, estimulando a la (GCs) para la activacion de GMPc, disminuye la
concentracion de Ca?" intracelular, provocando la relajacién del musculo liso. OCT: ornitina
carbamoiltransferasa, ARGasa: arginasa, ASS: argininosuccinato sintasa, ASL:
argininosuccinato liasa, eNOS: sintasa de 6xido nitrico endotelial, NO: 6xido nitrico, GTP:
Guanosin trifosfato, GCs: guanilato ciclasa soluble, GMPc: Guanosin monofosfato ciclico
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Actualmente, existe un interés creciente por los efectos terapéuticos de la
suplementacion con L-citrulina en diferentes condiciones patoldgicas
cardiovasculares, como la hipertension, hipertension pulmonar, angina vy
preclamsia. Ademas de que se ha reportado que su uso esta relacionado con una
restauracion de la funcién endotelial en pacientes normotensos e hipertensos con
angina microvascular (Papadia et al., 2018; Rashid et al., 2020).

Estudios clinicos y experimentales han enfatizado las principales acciones
farmacoldgicas de la citrulina: antioxidante, participa en la vasodilatacion, disminuye
la migracion de leucocitos, restaura el equilibrio de nitrégeno, participa en la sintesis
de proteinas musculares, mejora la disfuncion endotelial y preserva la respuesta
mediadora antiinflamatoria (Kaore et al., 2013).

A continuacion, se mencionan algunas funciones fisioldgicas y usos clinicos
de la L-citrulina (Cuadro 1):

Cuadro 1. Funciones fisiolégicas y uso médico potencial de la L-citrulina segun
experimentos con animales.

Funcidn fisiolégica Uso médico
Precursor de arginina Compensa la deficiencia de arginina
Precursor de NO Reduce la presion sanguinea en

hipertension
Mejora la disfuncién eréctil

Elimina radicales hidroxilo Mejora la capacidad de redes neuronales
en el envejecimiento

(Maric et al., 2021)

En los primeros trabajos de investigacion realizados con L-citrulina, tenian

como objetivo incrementar los niveles de L-arginina, como un precursor del NO.

En un estudio experimental realizado por Urschel y colaboradores (2006) en
cerdos recién nacidos, se les administr6 una dieta deficiente en arginina y

suplementada con prolina, ornitina o citrulina, dichos autores demostraron que la
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suplementaciéon con L-citrulina (1.61 g/(kg-d)) aumentaba la concentracion
plasmatica de L-arginina (Urschel et al., 2006). Por lo que concluimos que la L-

citrulina podria ser un recurso importante para la sintesis de NO.

La L-citrulina, como precursor del NO, ha sido investigada como un agente
terapéutico para el tratamiento de patologias cardiovasculares, como la presion

arterial elevada y la hipertension pulmonar (Allerton et al., 2018; Hotta et al., 2014).

En un estudio clinico desarrollado en un grupo de personas en 2015 por Kim
y colaboradores, reportaron que la ingesta oral de L-citrulina (3 g) estimula la
sintesis de novo de L-arginina, tanto en el grupo de adultos mayores, como en el
grupo de jévenes. También evidenciaron que con la ingesta de L-citrulina, la sintesis
deficiente de NO modificaba la disfuncion vascular en adultos mayores con
insuficiencia cardiaca. Asimismo, estos autores reportaron una mayor sintesis de

NO en jévenes que en adultos mayores con insuficiencia cardiaca (Kim et al., 2015).

Figueroa et al., (2012), demostraron que tanto la L-citrulina de grado
farmacéutico como el consumo oral de extracto de sandia (6 g/d de L-citrulina)
durante 6 semanas incrementaban los niveles renales de NO, contribuyendo de este
modo a la prevencion de la hipertension y reduciendo la presion arterial en pacientes
prehipertensos e hipertensos. En 2013 el mismo autor y colaboradores evidencian
que haciendo uso de la misma dosis oral de L-citrulina (6 g/d) por el mismo lapso
de tiempo, se presenta una rigidez arterial reducida en mujeres con obesidad
posmenopausicas (Figueroa et al., 2012; Figueroa et al., 2013).

En ratas con disfuncion eréctil arteriogénica aguda, la suplementacion oral
durante 4 semanas con L-citrulina (2000 mg/d) demostré mejorar la funciéon eréctil
al incrementar la produccién de NO (Hotta et al., 2014).

En estudios experimentales realizados en ratas envejecidas, Ginguay y
colaboradores han demostrado que el consumo oral de L-citrulina (1 g/kg-d) tiene
un efecto neuroprotector en la potenciacion a largo plazo (proceso de aumento
duradero en la transmision de sefales entre neuronas), debido que al poseer

propiedades antioxidantes evidencia ser un potente protector de lesiones oxidativas,
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ya que, disminuye las ROS y marcadores del dafio oxidativo, es un eliminador de
radicales hidroxilos y protege al material genético, ademas de que se cree que
pudiera ser un preventivo para limitar el deterioro cognitivo relacionado con la edad
(Amane et al., 2013; Ginguay et al., 2019).

La evidencia mencionada previamente sugiere que, la suplementacion oral
con L-citrulina puede modular la actividad del MLV, debido al aumento de la
biodisponibilidad del NO. Por tal motivo, en este trabajo propusimos que la
suplementacién oral con la L-citrulina podria incrementar la produccién de NO y
tener un efecto en la regulacién de los mecanismos de contraccion-relajacion del
MLV.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a las enfermedades
cardiovasculares, como los trastornos relacionados con el corazén y los vasos
sanguineos y son la principal causa de fallecimiento en el mundo. Se estima que
provocan alrededor de 17.9 millones de vidas cada afio, lo que representa el 31%

de todas las muertes registradas a nivel mundial (OMS, 2023).

En México, las enfermedades cardiovasculares son la segunda causa de
muerte, siendo el 19% de mujeres y hombres entre 30 y 69 afios. Ademas, se estima
que el 70.3% de la poblacién adulta vive, al menos con un factor de riesgo
cardiovascular, ya sea hipertension, dislipidemia, obesidad, sobrepeso, diabetes,

tabaquismo, entre otros.

Actualmente, se ha incrementado el uso de la citrulina como un suplemento
alimenticio, ya que se ha demostrado que tiene efectos antiinflamatorios,
antioxidante y vasodilatador en el SC. Estudios experimentales y clinicos han
mostrado que el consumo oral de la L-citrulina incrementa la concentracion de L-
arginina a nivel plasmatico, la cual sirve como un sustrato para la sintasa de 6xido
nitrico endotelial (eNOS), y se incremente la biosintesis del éxido nitrico (NO) en las

células endoteliales del musculo liso, lo que conlleva a su posible relajacién.

Otros estudios han confirmado que el consumo oral de citrulina no presenta
los efectos gastrointestinales secundarios producido por el consumo oral de la L-

Arginina.
Debido a lo considerado previamente, nos planteamos la pregunta siguiente:

¢La administracion oral crénica de citrulina modifica la respuesta de

relajacion de la aorta de ratas macho y hembra?
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6. HIPOTESIS

El tratamiento crénico de L-citrulina (3 meses), producird un incremento en la
relajacion inducida por acetilcolina (ACh) en la aorta aislada de ratas adultas de 11

meses Sprague Dawley macho y hembra.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la administracion oral crénica de citrulina (3 meses) en el
mecanismo de relajacion de la aorta aislada de ratas Sprague Dawley adultas

macho y hembra.

7.2 Objetivos Particulares

1. Determinar el efecto de la administracion oral crénica (3 meses) de la L-
citrulina en el mecanismo de relajaciéon inducida por acetilcolina (ACh) en la
aorta de ratas Sprague Dawley.

2. Determinar las posibles diferencias entre ratas Sprague Dawley macho y
hembra por la administracién oral crénica (3 meses) de la L-citrulina en el

mecanismo de relajacion de la aorta inducida por acetilcolina (ACh).
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8. MATERIALES Y METODO

8.1 Animales de estudio

Se usaron ratas macho y hembra de la cepa Sprague Dawley de 11 meses de edad,
con un peso aproximado de 300 g en hembras y 500 g en machos. Los animales
fueron reproducidos y criados en un ambiente controlado de luz/oscuridad (12 h-12
h) a una temperatura de 18 £ 3°C, en cajas de acrilico con tapa con filtro en cama
de aserrin estéril, con acceso a agua y alimento ad libitum en el bioterio de la
Coordinacion de Investigacion en Salud, Centro Médico Nacional Siglo XXI del
Instituto Mexicano del Seguro Social. (Protocolo aprobado por el Comité de Etica en
Investigacion No. 36018 R-2022-3601-080)

El monitoreo y cuidado de la salud de los animales se llevd a cabo por
personal capacitado del bioterio bajo las recomendaciones internacionales y en lo
establecido en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion y la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 Especificaciones

técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio.

8.2 Compuestos quimicos

Todos los compuestos quimicos utilizados en el desarrollo de este trabajo fueron de
la marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MIl, USA), con excepcién del malato de citrulina,

donado por el laboratorio mexicano Pronat (Mérida, México) en capsulas duras.

A continuacién, se mencionan las concentraciones de los compuestos quimicos

utilizados durante el desarrollo experimental (Cuadro 2):
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Cuadro 2. Compuestos quimicos.

Nombre Concentracion Funcién
Acetilcolina (ACh) 0.01 uM-100 uM Agonista colinérgico
Cloruro de potasio (KCI) 80 mM Sal para inducir

contraccion en el MLV
Fenilefrina (Phe) 100 uM Agonista adrenérgico
Malato de citrulina 1.0 g/Kg Suplemento alimenticio

8.3 Administracion de citrulina

La disolucién de citrulina se preparé el mismo dia de la administracion, disolviendo
el polvo (malato de citrulina) contenido en las capsulas duras (500 mg) en agua

natural purificada (1 g malato de citrulina/ 3 mL H20)

A partir de la disolucion preparada de citrulina y de acuerdo con el peso de
cada rata, se les administré a los animales el volumen requerido para cumplir la
dosis de citrulina diaria (1.0 g/Kg) via esofagica, durante tres meses de lunes a
viernes (Marquet-de Rougé et al., 2013). Del mismo modo, los animales control
recibieron la solucion vehiculo (agua natural purificada) durante el mismo periodo

de tiempo.

La manipulacion de los animales, para la administracion de las soluciones via
esofagica, fue colocandolos decubito supino, inmovilizando sus extremidades y
cabeza, para garantizar que la cavidad oral y el cuello se encontrasen en un angulo

igual o mayor a 60°.

Para la administracion de las soluciones via esofégica, se utilizd6 una sonda
reusable de acero inoxidable para alimentacion de animales pequefios (Fisher
Scientific, Massachusetts, USA) de 20 G con una longitud de 1.5” y diametro de 2.25
mm, acoplada a la jeringa. Las soluciones de L-citrulina o agua fueron administradas
lentamente y con cuidado al presionar el émbolo de la jeringa para evitar la entrada

de aire al estbmago del animal.
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Se utilizaron un total de 24 ratas Sprague Dawley, las cuales se dividieron en
cuatros grupos experimentales. En el siguiente cuadro se describen los grupos
(Cuadro 3)

Cuadro 3. Descripcion de grupos experimentales.

Grupo 1 Ratas macho con vehiculo (control)

(n=6)

Grupo 2 Ratas macho suplementadas con malato de citrulina (1 g/Kg)
(n=6)
Grupo 3 Ratas hembra con vehiculo (control)

(n=6)
Grupo 4 Ratas hembra suplementadas con malato de citrulina (1 g/Kg)
(n=6)

8.4 Sistema de 6rganos aislados in vitro

Los estudios experimentales se realizaron en un sistema de dérganos aislados in
vitro para evaluar el mecanismo de relajacion de la aorta inducida por la ACh en

ratas expuestas a una administracion oral cronica de citrulina (1 g/Kg).

Los 24 animales utilizados fueron anestesiados con pentobarbital sodico
(PISA® Agropecuaria, Guadalajara, México) (35 mg/Kg) via intraperitoneal. El
bloque cardiopulmonar fue removido y se retiré la aorta de manera cuidadosa
evitando dafarla, separando el tejido conectivo. De cada aorta, se adquirieron

cuatro anillos de 3-4 mm de longitud, aproximadamente.

Cada anillo aértico se coloc6 en una camara de 6érganos aislados, que
contenia 5 mL de solucién Ringer-Krebs-Bicarbonato (RKB), con la siguiente
composicion (mM): NaCl 120, KCI 4.77, KH2PO2 1.2, NaHCO3 25, MgSOa4 1.2, CaClz
2.5 y glucosa 11, mantenido a 37 °C, con burbujeo constante de una mezcla 5%
CO2y 95% 02, a 37°C y un pH de 7.4. Y cada anillo fue ajustado entre dos ganchos
metalicos, uno de los ganchos se encontraba conectado a un transductor de tensién
(BIOPAC Systems Inc., CA., DA 100C) para registrar la tension isométrica. Las

sefales de los transductores fueron digitalizadas con una interfase (BIOPAC
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Systems Inc., CA., MP150) y los cambios en la tension fueron monitoreados con un

software (BIOPAC Systems, AcgKnowledge 3.9.1).

Amplificador
de senal

Transductor
de tension

Retiro de
aorta toracica

BIOPAC

| Solucién RKB AcqKnowledge
37°C 3.91
pHT7.4

U —

Burbujeo:
5%CO,
95%0,

Administracion
citrulina/lagua
por 3 meses

Figura 8. Esquema de sistema de 6rganos aislados in vitro empleado para evaluar la
relajacion de la aorta de ratas.

De manera inicial, los tejidos se mantuvieron a una tensién de 1.5 g por un
periodo de 30 minutos, realizando cambios de solucién RKB cada 15 min para
estabilizarlos. Posteriormente, cada anillo de aorta fue estimulado con 80 mM de
KCI con el fin de corroborar la viabilidad del tejido. Después de cada estimulo con
80 mM de KCI, se lavo con la solucibn RKB y durante 30 min se dejé estabilizar.
Este proceso se repitid tres veces. La tercera respuesta de 80 mM de KCI fue

considerada como el 100% de respuesta de contraccion de la aorta.

Posteriormente, el tejido se estimuld con Phe (100 uM). A esta respuesta de
contraccioén, se adicion6 acetilcolina (ACh) para evaluar el mecanismo de relajacién

y el cual fue evaluado de dos maneras diferentes (Fig. 9):
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Concentracion unica de ACh (100 uM) durante por 26 min (Fig. 9A).
Curva acumulativa de ACh (0.01 uM-100 upM). Se afadieron

concentraciones crecientes de ACh al anillo de la (0.01, 1, 10 y 100 uM)
(Fig. 9B).

La respuesta de relajacion inducida por ACh fue analizada como porcentaje
de inhibicién de la respuesta maxima de contraccion de Phe (100 uM) considerada
esta respuesta como el 100% de la contraccion. Asi mismo, se evaluo la respuesta
de relajacion acumulativa de ACh (0.01 uM-100 uM). En la evaluacion de la

concentracion unica (100 uM) de ACh, se midié cada 2 min por un periodo de 26

min.
A
ACh
L L L 100 uM
| EEEREEERREREE
1: 1+ l. Ihe 0 Tiempo (min) 26
100 pM
B
ACh
L L L 0.01 uM
I} ¥ v Voo aen
J’ 100 uM
Y
T
1 1 1 0 o ok
K+ K+ K* Phe
100 pM

Figura 9. Registro representativo de sistema de 6rganos aislados in vitro. A.
Relajacién de aorta inducida por una concentracion Unica de ACh (100 ¢M). B. Relajacion
de aorta inducida por concentraciones acumulativas de ACh (0.01 xM-100 uzM). K* (80 Mm);
L: Lavados con solucion RKB; Phe: fenilefrina; ACh: Acetilcolina.
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Los resultados fueron evaluados también como el area bajo la curva
expresada como unidades arbitrarias cuadradas (ua?) haciendo uso del método de

integracion trapezoidal.

8.5 Andlisis estadistico

Los datos se expresan como el valor de la media £ EE (error estandar). Los grupos
experimentales tuvieron una n=5-6. Las diferencias estadisticas entre cada punto
fueron determinadas por medio de una prueba de t de Student para datos pareados.
Mientras que, las diferencias estadisticas entre mas de dos grupos fueron
determinadas con el uso de la prueba estadistica ANOVA de una via seguido de
una prueba de Tukey post hoc. La diferencia estadistica se establecié a un nivel de
p<0.05 de dos colas. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo en el software
INERSTAT v2.0, desarrollado por el Dr. Mario Vargas y en GraphPad Prism 8.0.
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9. RESULTADOS

En este trabajo, evaluamos el efecto de la administracion oral de L-citrulina (1
mg/Kg) de forma crénica (3 meses) en el mecanismo de relajacion de la aorta de

ratas macho y hembras adultas Sprague Dawley.

En la Figura 10A, se observa la respuesta de relajacion inducida por ACh
(100 uM) en aorta de ratas macho no tratadas y tratadas con L-citrulina. Se muestra
que la ACh produce una relajacion inicial rapida y esta relajacion se mantiene a lo
largo del tiempo evaluado (26 min). La maxima relajacion obtenida de los animales
no tratados fue 41.8+5.1%, mientras que los animales tratados con citrulina fue
41.8+4.5%. No se observaron diferencias significativas entre ambos grupos
Asimismo, se obtuvo el area bajo la curva, expresada como unidades arbitrarias al
cuadro (ua?®) de estas curvas. De igual forma, no se encontraron diferencias
significativas (854.3+43.5 ua’y 975.4+47.0 ua?, respectivamente) (Fig. 10B).
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Figura 10. Efecto de la L-citrulina en la respuesta de relajacion inducida por acetilcolina
(ACh, 100 uM) en anillos aislados de aorta de ratas macho Sprague Dawley. A. Relajacion
inducida por ACh a los 26 min. B. Area bajo la curva (ua®). Los datos representan el

promedio + E.E. (n=6)
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En la figura 11A, se aprecia la respuesta de relajacion inducida por la ACh
(100 pM) en la aorta de ratas hembras no tratadas y tratadas con L-citrulina . En la
figura 11A se observa en los primeros 2 minutos una relajacion rapida, donde el
grupo tratado con L-citrulina alcanza una relajacion méaxima del 55.1+4.0% vy el

grupo control de 42.4+4.3%, sin mostrar diferencias significativas significativas.

En los minutos subsecuentes, el grupo tratado con citrulina mantiene la
relajacion inducida por la ACh a lo largo del tiempo. No asi con el grupo control.

Estas respuestas muestran diferencias significativas a partir del minuto 6.

Al evaluar el area bajo la curva de la respuesta de relajacion (Fig. 11B),
encontramos que los animales no tratados presentan un area bajo la curva de
881.8+50.3 ua’® y 1305.0+50.4 ua? en los tratados con L-citrulina, mostrando

diferencia significativas (***p<0.001).
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Figura 11. Efecto de la L-citrulina en la respuesta de relajacion inducida por ACh 100 #M
en anillos aislados de aorta de ratas hembra Sprague Dawley. A. Relajacion inducida por
ACh a los 26 min. B. Area bajo la curva (ua?). Los datos representan el promedio + E.E.

(n=5). *p<0.05, ***p<0.001.
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En la Figura 12, se observa una comparacion entre las hembras y machos
tratados y no tratados, para evaluar la posible diferencia de la respuesta relacionada
con el sexo. La comparacion de la respuesta de relajacion inducida por la ACh, tanto
en hembras como en machos no tratados, no presentd diferencias significativas

(Fig. 12A). Es decir que, esta respuesta no depende del sexo.

No obstante, es importante destacar que el tratamiento con L-citrulina
produce una mayor relajacion inducida por ACh en la aorta de las hembras
comparado con los machos, alcanzando diferencias significativas a partir del minuto
14 (Fig. 12A). La maxima respuesta de relajacion por ACh en la aorta de las
hembras tratadas fue de 55.14+4.8%, mientras que en la aorta de los machos

tratados la maxima alcanzada fue de 41.8+4.5%.

Al evaluar el area bajo la curva de estos datos, observamos diferencias
significativas entre las hembras tratadas (1305.0£50.4) y los machos tratados con
citrulina (975.4+47.0) (Fig. 12B).

Previamente, mencionamos las diferencias significativas que existen entre

las hembras tratadas y no tratadas (Fig. 11).

Cuadro 4. Efecto del tratamiento cronico de L-citrulina en la relajacion de
aorta de rata inducida por ACh (100 pM) durante 26 minutos. Area bajo la
curva, expresados como ua’ (ABC + EE)

Machos Machos Hembras Hembras
tratados control tratadas control
ABC+EE 975.4+47.0 854.3+43.5 1305.0+50.4 881.8+50.3
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Figura 12. Efecto de la L-citrulina en la respuesta de relajacion inducida por ACh 100 ¢M
en anillos aislados de aorta de ratas macho y hembra Sprague Dawley. A. Relajacion
inducida por ACh a los 26 min. B. Area bajo la curva (ua®. Los datos representan el

promedio * E.E., (n=6) (n=5). *p<0.05, **p<0.01.
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Ademas, se evaluo el efecto de la L-citrulina en la relajacion inducida por ACh
utilizando concetraciones acumulativas (0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM). Se realiz6 una
prueba t de student para comparar la respuesta entre ambos grupos (tratados y
control) a las diferentes concentraciones, En la figura 13A, observamos que no se
observan diferencias significativas entre la relajacion inducida por la ACh en la aorta
de ratas machos tratados con L-citrulina y el grupo control. Se observa una ligera
tendencia de mayor relajacion en los animales tratados con L-citrulina, alcanzando
una respuesta maxima de relajacion (53.1+1.9%) a una concentracion de 100 mM
de ACh (Fig. 13A).

Al evaluar el area bajo la curva de estos datos, no se obtuvieron diferencias
significativas entre el grupo de machos tratados (149.5+7.0) y no tratados
(132.6+9.1) (Fig. 13B).
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Figura 13. Efecto de la L-citrulina en la respuesta de relajacion inducida por ACh (0.01 xM-
100 uM) en anillos aislados de aorta de ratas macho Sprague Dawley. A. Relajacion
dependiente de la concentracion de ACh. B. Area bajo la curva (ua®). Los datos representan
el promedio * E.E. (n=6).
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En lafigura 14A, se realiz6 el mismo procedimiento estadistico llevado a cabo
con los grupos de ratas macho. Se observa la curva de relajacion acumulativa de
aorta de ratas hembra tratadas y no tratadas con L-citrulina inducida por ACh (0.01,
0.1, 1, 10, 100 uM). No se muestran diferencias significativas entre los grupos. Sin
embargo, se aprecia una mayor relajacion en el grupo tratado, con un valor de
62.8+4.4% con respecto al no tratado 52.8+3.4%.

La expresion del area bajo la curva (ua?) de estos datos no muestran
diferencias significativas, donde el grupo tratado presenta un valor de 188.6+12.0y
el grupo no tratado 159.1+13.0.
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Figura 14. Efecto de la L-citrulina en la respuesta de relajacion inducida por ACh (0.01 xM-
100 M) en anillos aislados de aorta de ratas hembra Sprague Dawley. A. Relajacion
dependiente de la concentracion de ACh. B. Area bajo la curva (ua®). Los datos representan
el promedio * E.E. (n=6).
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Con la finalidad de comparar y conocer una posible diferencia en la
respuestas de relajacion entre hembras y machos tratados y no tratados en la

respuesta de relajaciéon de ACh acumulativa se conjuntaron las gréficas (Fig. 15).

De acuerdo con el analisis estadistico realizado, en la Fig. 15A Unicamente
se observan diferencias significativas entre los grupos de hembras y machos
tratados con L-citrulina a la concentracion de 1 uM de ACh. Se aprecia que la
respuesta de relajacion en el grupo de hembras tratadas con L-citrulina a esta
concentracion es de 59.6+3.7% y la de machos tratados de 44.2+1.7%.

Al evaluar el area bajo de estas curvas, no se encuentran diferencias

significativas (Fig. 15B).

Cuadro 5. Efecto del tratamiento crénico de L-citrulina en la relajaciéon de
aorta de ratas inducida por ACh (0.01 pM-100 pM). Area bajo la curva (ABC
+ EE) expresados como ua?

Machos Machos Hembras Hembras
tratados control tratadas control
ABC+EE 149.5+7.0 132.6+9.1 188.6+12.0 159.1+13.0
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Figura 15. Efecto de la L-citrulina en la respuesta de relajacion inducida por ACh (0.01
uM - 100 M) en anillos aislados de aorta de ratas macho y hembra Sprague Dawley.
A. Relajacion dependiente de la concentracion de ACh. B. Area bajo la curva (au?). Los

datos representan el promedio * E.E. (n=6) *p<0.05
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10. DISCUSION

En este trabajo se evalud la relajacién inducida por ACh en aortas de ratas macho
y hembra tratadas con L-citrulina (1 mg/Kg) durante 3 meses.

De manera importante, los resultados de este trabajo de investigacion
destacan un incremento de la relajacion inducida por ACh en la aorta de ratas
aislada de hembras tratadas con L-citrulina, comparado con las no tratadas. Otro
resultado trascendente fue que se produjo una mayor relajacion en la aorta de ratas

hembra comparada con la aorta de machos, ambos tratados con L-citrulina.

Con los resultados obtenidos, confirmamos lo que ha sido reportado
previamente, donde la Phe produce una contraccion sostenida de la aorta. Al
adicionar ACh se produce una relajacion, tanto en una curva acumulativa como en

dosis Unicas.

Podemos destacar en este trabajo que existe una visible tendencia a una
mayor relajacion de la aorta por ACh en los animales tratados con citrulina, aunque
sin diferencias significativas. Es posible que, al incrementar el tamafio de la muestra,
o bien, la dosis utilizada de L-citrulina, se pudiesen encontrar diferencias
significativas entre el grupo tratado y el control, observando de manera evidente los

efectos en la relajacion de la L-citrulina.

En nuestros resultados observamos que la aorta estimulada con Phe, induce
una contraccién inicial sostenida. Y al adicionar posteriormente ACh provoca una
rapida relajacion. La liberacion de la ACh de las terminaciones nerviosas induce la
liberacién del NO por las células endoteliales, y la consecuente relajacion de los
vasos sanguineos (Waldman & Murad, 1988). La ACh provoca la hiperpolarizacion
dependiente del endotelio al activar los subtipos de receptores M3 muscarinicos,
para la activacion del GCs, mecanismo descrito con anterioridad (Vanhoutte et al.,
2016).
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Como hemos descrito, diversos estudios han mostrado que el consumo de la
L-citrulina estimula la produccion de NO (Gonzélez & Trexler, 2020; Papadia et al.,
2018; Curis et al., 2005). La L-citrulina se convierte en L-arginina mediante las
enzimas ASS y ASL para ser utilizada por las células endoteliales de los vasos
sanguineos y con la consiguiente sintesis de NO. EI NO activa la GCs en las células
del MLV, con la produccién respectiva del GMPc iniciando la relajacion. Dando como
resultado que la L-citrulina incrementa la capacidad vasodilatadora del endotelio
vascular (Moinard et al., 2008; Caballero-Garcia et al., 2021). Como mencionamos
previamente, la activacion de la AC por la proteina Gs incrementa al AMPc, el cual
regula la actividad del MLV produciendo relajacion. Mientras que la accion de la

proteina G;j, inhibe la actividad de la AC.

En este trabajo, no evaluamos directamente la expresion de la produccion de
NO en la aorta, sin embargo, a partir de la informacion conocida acerca del papel
que desempefia la L-citrulina en la produccion del NO, el cual induce relajacién en
el MLV, consideramos que la relajacion observada en los animales tratados fue

debido a la produccién del NO.

Bassil y Anand-Srivastava (2006) proporcionan evidencia de que el NO
provoco una disminucion en la expresion de proteinas Gia y las funciones asociadas
en las células del MLV de la aorta independiente del GMPc, lo cual puede ser otro
mecanismo importante para los efectos fisiolégicos vasodilatadores (Aronsson et
al., 2023; Bassil & Anand-Srivastava, 2007).

Ademas del NO, existen otros mecanismos que pueden estar participando en
el proceso de la relajacién, por la accion de otros compuestos quimicos que inhiben
la contraccién; por ejemplo, la prostaciclina (PGI2) o el factor hiperpolarizante
derivado del endotelio (EDHF) que debido a la reduccion de los niveles de [Ca?*]i
se produce la relajacion. Por su parte, los canales de K* del MLV regulan el flujo del
K*, en una hiperpolarizacién de la membrana, donde se produce un cierre de los
canales de calcio dependientes de voltaje, lo que provoca la disminucion de la

[Ca?*]i, que conduce a la relajacion de las células del MLV (Nelson & Quayle,1995).
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En general, podemos decir que la relajacion se presenta por la eliminacion de

cualquier estimulo de contraccion (Brozovich et al., 2016).

Es importante también considerar la participacion del endotelio en la
regulacion de la homeostasis vascular en la aorta. En casos donde el endotelio esté
ausente o sea disfuncional, no se presenta la relajacion de los vasos sanguineos,
debido principalmente a la agregacion plaquetaria, la activacion de varios
vasoconstrictores, como el tromboxano A2 (TXA2) o serotonina (5-HT). Descrito lo
anterior, otro factor importante a considerar es la edad de las ratas. Las ratas
utilizadas en este trabajo tuvieron una edad inicial de 8 meses y al terminar 11-12
meses de edad, considerandose en el final de su edad reproductiva y cercanas al
envejecimiento. Estudios en modelos animales han demostrado que existe una
importante asociacion entre la disfuncion endotelial y el envejecimiento (Koga et al.,
1989). Koga et al., (1989) reportaron la relajacion de la aorta con la estimulacion de
la ACh, comparando ratas jovenes (4-6 semanas), adultas (3-6 meses) y viejas (12-
25 meses). En su estudio estos autores informan una mayor relajacién de la aorta
por ACh en las ratas jovenes comparado con ratas adultas y viejas. Mientras que,

la relajacion es menor en las ratas viejas (Koga et al., 1989).

El envejecimiento es un factor que influye en la fisiologia de los vasos
sanguineos, contribuyendo a la disfuncion cardiovascular al haber cambios
estructurales y funcionales vasculares. La senescencia de la EC es un proceso
fisiopatolégico de estructura y cambios fisiolégicos, como la desregulacion del tono
vascular, el aumento de la permeabilidad del endotelio, un aumento en la rigidez,
deterioro en la reparacion vascular, lo que conduce al progreso y avance de ECV.
(Jia et al., 2019).

Se ha observado que el proceso de envejecimiento conlleva también la
produccion de radicales libres y ROS, que inducen la degradacion del NO,
reduciendo su biodisponibilidad, lo que provoca un deterioro de la funcion vascular,

en sujetos normotensos y pacientes hipertensos (Virdis, 2012).

Por otra parte, en nuestro estudio encontramos diferencias en el efecto de la

suplementaciéon con L-citrulina con respecto al sexo. Existen una amplia variedad
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de factores asociados a las diferencias entre los sexos, como aspectos genéticos,
fisioloégicos, morfoldgicos, entre otros. Por ejemplo, estudios han encontrado que
existe una disimilitud en la carga parasitaria entre hombres y mujeres, por lo que
puede haber diferencias en la capacidad de la respuesta inmune, ademas de que
las hormonas sexuales pueden afectar también dichas respuestas (Roved et al.,
2017). Otro ejemplo, es la diferencia en el rendimiento neuromuscular dada por la
diferencia fisioldgica, algunos musculos en los hombres poseen una mayor area de
fibras musculares que son méas rapidas metabdlica y funcionalmente debido a
diferencias relacionadas con la expresion de genes del musculo esquelético
humano y a las interacciones con hormonas especificas del sexo (Hunter, 2014).
Diversos autores han descrito la asociacion entre las enfermedades
cardiovasculares con respecto al sexo. Estudios clinicos y epidemiolégicos han
comprobado diferencias en la aparicion y progresion de la hipertension, siendo mas
prevalente en hombres; sin embargo, en la posmenopausia las mujeres padecen

elevaciones mas rapidas de la presion arterial (Boese et al., 2017).

De la misma forma, la vasoconstriccion se ve modificada con respecto al
sexo. Se ha reportado que, en las mujeres la amplitud de la vasoconstriccion es
menor respecto a los hombres, diferencia inducida por los receptores adrenérgicos
alfa (Hinojosa-Laborde et al., 1999). No obstante, en la carétida aislada de ratones
hembra viejas presenta mayor vasoconstriccion mediada por la sefalizacion
adrenérgica aia por el aumento de [Ca?*]i y la liberacion de prostanoides derivados

de la ciclooxigenasa (Costa et al., 2023).

Las hormonas sexuales tienen un rol importante sobre la funcién de las
células endoteliales, es bien sabido que la proporcion de esteroides, como el
estrogeno y la testosterona entre hombres y mujeres es diferente, estudios clinicos
han determinado que, las mujeres tienen un riesgo menor de desarrollar ECV
durante sus afos fértiles en comparacion con los hombres, destacando el papel
protector de los estrégenos, no obstante, a lo largo del ciclo de vida varian las
concentraciones de los esteroides sexuales, por lo que cuando las mujeres llegan a

la menopausia presentan un mayor riesgo de ECV, por lo que esta proteccion se
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pierde debido a que los niveles de estrégeno disminuyen (Sullivan & Fowlkes, 1996;
White, 2002; Virdis, 2012; Vanhoutte, 2016; Shufelt et al., 2018).

Datos experimentales reportan que las hormonas sexuales también pueden
alterar la sensibilidad de los vasos sanguineos a diferentes agonistas después de
un tratamiento dado (Kauser & Rubanyi, 1995). Un estudio realizado por Rubanyi y
colaboradores en 1997 informd que la infusion de dosis supra fisiolégicas de
estrogeno mejoro la funcién endotelial de mujeres posmenopausicas, sin embargo,
el efecto del estrogeno sobre la relajacién dependiente del endotelio fue suprimido
por un inhibidor de la sintasa del 6xido nitrico, NG-monometil-L-arginina (L-NMMA),
lo cual demuestra que el efecto positivo del estrogeno sobre la relajacion
dependiente del endotelio esta relacionado con la restauracion de la
biodisponibilidad del NO (Rubanyi et al., 1997)

Diferentes estudios e investigaciones han propuesto que los estrégenos
tienen un rol en la relajacién del sistema cardiovascular (SC) en respuesta a
diversas sustancias enddgenas en las mujeres y los andrégenos en los hombres
pueden contribuir a un aumento en la presion arterial con mecanismos relacionados
a la disminucion de la biodisponibilidad de NO que involucra también a ROS.
Evidencias han demostrado que los estrégenos mejoran la relajacion inducida por
la ACh en arterias uterinas y femorales de cobayos y conejos, respectivamente
(Cheng et al., 1994; Stanhewicz et al., 2010).

Por su parte, se sabe que la unién de los estrogenos a la eNOS activada
promueve una produccion de NO en la caveola de las células endoteliales y por
consecuencia hay relajacion vascular y vasodilatacién dependiente del endotelio.
Ademas, el estradiol puede incrementar la sensibilidad a factores vasodilatadores
como la ACh o las prostaglandinas y por consecuencia, disminuye la concentracion
requerida para tener respuestas vasodilatadoras, asimismo el estradiol atenta la
entrada y/o estimula la salida de Ca?* en VSMC (Vanhoutte., et al 2016).

Los estudios han demostrado que las respuestas de relajacion son mas
pronunciadas en arterias de hembras premenopdausicas, que de machos. En un

estudio en cerdos, la funcion del endotelio vascular coronario demostré mayor
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respuesta de relajacion y sensibilidad a los agonistas dependientes del endotelio en
arterias coronarias aisladas de hembras sanas en comparacién con los cerdos
macho. Ademas de que se ha observado en estudios una liberacion elevada de NO
en arterias coronarias femeninas con respecto a las masculinas, vasodilatador que
como se menciond previamente, consideramos fue el causante por el cual se
presentd una mayor relajacion en los grupos tratados con L-citrulina (Barber & Miller,
1997; Levy., et al 2009; Vanhoultte., et al 2016).

Lo anterior escrito puede explicar porqué el grupo de hembras tratadas con
L-citrulina presenté una mayor relajacion dependiente del endotelio con respecto al
grupo de machos. Sin embargo, debido a que hay pocos estudios e informacién
sobre el uso de la L-citrulina y sus posibles diferencias en la respuesta en hembras
y machos, este trabajo puede ser un precedente para nuevos estudios, donde se

compare la respuesta de este suplemento.
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11. CONCLUSIONES

1. Laadministracién crénica de L-citrulina incremento la respuesta de relajacion

inducida por Acetilcolina (ACh) en la aorta de ratas hembra adultas tratadas.

2. La administracién oral crénica de L-citrulina en machos no modifica la

relajacion por ACh de la aorta comparada con el grupo control.
3. El consumo croénico de la L-citrulina produjo una mayor relajacion de la aorta

por ACh del grupo de las hembras en comparacion con el grupo de los

machos.
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12. PERSPECTIVAS

En futuras investigaciones, una propuesta importante seria evaluar si se modifica la
sintesis del NO por la administracion cronica de la L-citrulina. Para ello, se podria
determinar farmacolégicamente en el sistema de 6rganos aislados in vitro, utilizando
algun inhibidor de la NOS, como el éster metilico de N-nitro-L-arginina (L-NAME) 6
el N-nitro-L-arginina (L-NOARG). Del mismo modo, podriamos evaluar la expresion
de la enzima NOS con el uso de técnicas biomoleculares de Western Blot o gqPCR
(quantitive Real Time-Polymerasa Chain Reaction, por sus siglas en inglés), o por

la expresion de NOS, a través de la técnica de Inmunohistoquimica.

Existe un estereotipo en la investigacién biomédica por utilizar de manera
exclusiva a los machos en los modelos experimentales. Esto ha provocado un sesgo
en la investigacion, al dejar de evaluar los posibles efectos en las hembras. Por este
motivo, no existen suficientes estudios experimentales que nos brinden informacién
sobre las posibles diferencias de los procesos de contraccion y relajacion del MLV
entre hembras y machos. Con este trabajo, se muestra la importancia de la

evaluacion entre el sexo masculino y femenino.

Ademas, es importante considerar en estudios posteriores, evaluar las

posibles diferencias que existen en cada etapa del ciclo estral de la rata.

Otro factor muy importante, que pudiéramos considerar es evaluar a diferentes
edades de animales, ya sea jovenes, adultos y viejos para evaluar si la respuesta al

consumo de la L-citrulina modifica la respuesta del MLV.

Finalmente, con la realizacion de este trabajo, hemos contribuido y participado
con informacién sobre la L-citrulina y su efecto en la respuesta de relajacién tanto

en hembras como en machos.
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