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Resumen

La disfuncion vascular es una complicacion comun en la diabetes, afecta el balance
contraccion/dilatacion al alterar la sintesis de moléculas vasodilatadoras y promover la
produccion de agentes vasoconstrictores conduciendo a la desregulacion de la
hemodinamia y el tono vascular. En este trabajo se investigo el efecto anti-contractil del
oxido nitrico endotelial (NO) (un mecanismo que regula la vasoconstriccion) durante la
estimulacién de receptores que producen contraccion de la aorta de ratas con diabetes
experimental. Se utilizé el modelo de diabetes por induccion con estreptozotocina (STZ)
permitiendo la libre evolucién por 4 semanas; al finalizar este tiempo, las ratas se
anestesiaron y se aislo la aorta toracica, se cortd en anillos y se monté en un equipo para
organo aislado. Los anillos fueron sometidos a contraccion utilizando fenilefrina,
metoxamina (agonistas adrenérgicos) y Serotonina (agonista serotoninérgico); al
provocar la contraccion maxima se administré L-NAME (inhibidor de la sintasa de NO
endotelial, eNOS). Ademas, se determiné por histologia el grosor de la capa media de la
aorta. Los resultados muestran que la respuesta contractil maxima a los tres agonistas
fue menor en la aorta de ratas diabéticas. Ademas, el efecto anti-contractil del NO fue
menor en la aorta de ratas diabéticas, siendo muy importante este cambio para
serotonina. El grosor de la capa media fue menor en la aorta de ratas diabéticas
comparado con el grupo control, ademas se observd pérdida de matriz extracelular e

infiltrado celular. Los datos sugieren que durante la diabetes se altera la actividad anti-
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contractil del NO endotelial, dependiendo del tipo de receptor que estimula la contraccién
de la aorta. La reduccién de la repuesta contractil podria estar relacionada con los

cambios estructurales de la aorta en el diabético.

Palabras clave: Contraccion vascular, Aorta toracica, Disfuncidn endotelial, Diabetes,

Vasodilatacion.

Introduccién

Los vasculatura permite el transporte sanguineo por todo el organismo y desempefia un
papel mas alla de su funcion como conductor mecanico, ejerciendo funciones fisioldgicas
que regulan el flujo sanguineo a los tejidos y la presion arterial a través de una variedad
de receptores distribuidos en toda su estructura (Liu et al., 2021). En particular, el tono
vascular de la aorta esta regulado por distintos receptores, entre los que destacan los
adrenoreceptores aip (Villalobos & Ibarra, 1996) y los receptores a serotonina (Villazén
et al., 2002) que desencadenan procesos de vasoconstriccion, los cuales pueden ser
contrarrestados por el Oxido nitrico (NO), ayudando a mantener el equilibrio

hemodinamico y la presion arterial (Xu et al., 2022).

El 6xido nitrico (NO) se ha identificado como una molécula que induce la vasodilatacion,
incluida la aorta, y en los afos recientes se ha informado que también posee una actividad
anti-contractil, que modula negativamente la constriccion ejercida sobre la vasculatura
(Victorio et al., 2016). La liberacion del NO del tejido adiposo perivascular ejerce una
participacion anti-contractil importante, donde intervienen diversos mediadores como los
receptores Mas, AT2 y los receptores adrenérgicos B3 que tras su estimulacion activan
la produccion de NO (Bussey et al., 2018; Nobrega et al., 2019). La hipertensién arterial
y el envejecimiento reducen la actividad anti-contractil mediada por el NO endotelial
(Ibarra et al., 1995; Ibarra et al., 2006), por lo que resulta interesante analizar si el NO
endotelial posee esa misma actividad durante la diabetes, dado que este padecimiento

reduce la biodisponibilidad del NO (Karasek et al., 2023) lo que podria generar cambios
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fisiopatolégicos que desempenan un papel importante en el dano vascular y las

enfermedades cardiovasculares asociadas con la diabetes mellitus.

Objetivo
Determinar el efecto anti-contractil del 6xido nitrico endotelial en la contracciéon mediada

por agonistas adrenérgicos y serotoninérgicos en la aorta toracica de ratas diabéticas.

Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 200 a 250 g y se mantuvieron en condiciones
ambientales controladas, agua y alimento ad libitum (dieta estandar de Purina SA,
México) de acuerdo con la NOM-062-Z00-1999, SAGARPA, México.

Induccion de diabetes

Los animales se administraron con una dosis unica de 65 mg/kg de peso de
estreptozotocina (STZ) (Sigma-Aldrich®) via intraperitoneal (I. P.). El grupo control recibi6
solamente el vehiculo (amortiguador de citratos, pH de 4.5, 50 mM). Previo a la induccién
y 72 horas posteriores, se midié glucosa en sangre con un glucémetro Accu-Check®.
Unicamente las ratas con valores =200 mg/dl de glucosa en sangre fueron incluidas en

el grupo experimental y se permitio la libre evolucion de la diabetes durante 4 semanas.

Extraccion de la arteria aorta toracica

Al finalizar el tiempo de evolucion de la diabetes, las ratas se anestesiaron con una dosis
unica de pentobarbital sédico (60 mg/kg, via I.P.) y mediante una toracotomia se extrajo
la aorta toracica, la cual se limpid de tejido conectivo y grasa, luego se cortd en 4 anillos
de 3-4 mm de longitud que fueron colocados en camaras para organo aislado que
contenia solucién Krebs-Henseleit, burbujeo constante de O2 al 95%, CO2 al 5% vy
temperatura de 37°C, los anillos se sujetaron a un transductor de tension isométrica
(modelo FT03 Grass Force Displacement Transducer; Astro-Med, Inc. West Wawick, R,

USA), el cual se encuentra acoplado a un sistema de adquisicion de datos MP100 (Biopac
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Systems Inc.). Los datos de tension isométrica fueron registrados mediante el software
Acgknowledge (version 3.9.1).

Contraccién de la aorta a fenilefrina, metoxamina y serotonina

Tras un periodo de estabilizacion y sensibilizacion de las aortas, se utilizé un anillo para
cada agonista, fenilefrina [31.6 pM], metoxamina [316 pM] y serotonina [100 uM]
(concentraciones que aseguran el efecto maximo). Cuando se alcanzé la contraccién
maxima provocada por los agonistas se agregd L-NAME [100 uM] para inhibir la

produccion de NO y determinar el efecto anti-contractil.

Analisis histoloégico

De las arterias utilizadas previamente, se seccion6 un anillo de la arteria aorta y se fijo
en paraformaldehido al 4%, posteriormente se procesaron con técnica histolégica de
rutina y se realizaron cortes de 4 um de grosor, los cuales se tifieron con Hematoxilina-
Eosina (H&E) y Tricromica de Masson. Las fotografias de los tejidos se obtuvieron con
un microscopio invertido Carl Zeiss Axio Vert.A1 usando el software ZEN 2.1 Lite. Todas
las fotografias se capturaron en un aumento de 40x. Para realizar las mediciones de la

tunica media se utilizé el software Fiji (version 2.13.1).

Resultados

El peso inicial de las ratas normales y diabéticas fue 226 + 2g, posterior a las 4 semanas
de evolucion el grupo control alcanzé un incremento significativo de 130 £ 2g, sin
embargo, las ratas diabéticas, aumentaron alrededor de 46 + 3g (Figura 1A). La

concentracion de glucosa previo a la induccidon de diabetes fue de 108 + 2mg/dL en
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ambos grupos. En las ratas control este valor no se modificé durante las 4 semanas, las

ratas administradas con STZ alcanzaron valores mayores a los 400 mg/dL (Figura 1B).

*
400 800

! * = Control
300- 600- 3 Diabéticas

200- 400-

Peso corporal (g)

100 200

Glucosa en sangre (mg/dL)

Basal 28 dias Basal 28 dias

Figura 1. Peso corporal y glucosa periférica en ratas diabéticas. A) Peso corporal; B)

Glucosa en sangre. n= 8-10 mediciones por grupo. *p>0.01 vs control.

Los anillos adrticos se estimularon con fenilefrina, serotonina y metoxamina en
concentraciones que producen la contraccidn maxima a cada agonista. La contraccién
vascular ejercida por fenilefrina y metoxamina fue ligeramente reducida en el grupo
diabético comparado con el grupo control, mientras que la estimulacién con serotonina

produjo un efecto presor significativamente menor en los anillos adrticos de ratas

diabéticas (Figura 2).
. Controles 6 Diabéticas
5+ 5=
B 3 #
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t 24 t 2+ [100 pM]
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Figura 2. Efecto contractil inducido por la Fenilefrina, Serotonina y Metoxamina y efecto
anti-contractil mediado por el 6xido nitrico en la arteria aorta de ratas diabéticas. Las
barras representan el promedio * e.e de 6-9 experimentos por grupo. Significancia estadistica

*p<0.05 vs efecto de Serotonina en control. #p<0.05 vs L-NAME en control.
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Para analizar el efecto anti-contractil del NO se utilizé L-NAME un inhibidor de la sintasa
del NO. La adicién del L-NAME provoco un aumento adicional en la respuesta contractil
a los agonistas (Barras amarillas, Figura 2). Resulta interesante que el efecto anti-
contractil del NO fue levemente reducido en presencia de fenilefrina en las ratas
diabéticas en comparacion al grupo control, mientras que la funcién anti-contractil del NO
tras estimular con serotonina y metoxamina fue significativamente menor en arterias
aortas diabéticas (Figura 2).
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Figura 3. Histologia y morfologia de la arteria aorta toracica de ratas diabéticas. Tincion
tricrémica de Masson (40X). A) control, B) diabéticas. Tincién H&E (40X). C) control, D)
diabéticas. E) Medicion de la capa muscular, las barras representan el valor promedio de 25

mediciones de 6 arterias por grupo. *p<0.05 vs control.

Con el fin de determinar si los cambios estructurales de la arteria podrian explicar el
deterioro de la contraccion en el animal diabético, las aortas se analizaron por tincidon
histolégica y se pudo observar una evidente disminucién en el grosor de la capa muscular
de las arterias aortas de ratas diabéticas (Figura 3B y D) respecto a las arterias control
(Figura 3E). Adicionalmente, se observa una menor cantidad de fibras de matriz
extracelular en la capa adventicia y presencia de infiltrado celular, sin embargo, estos

hallazgos estan sujetos a un estudio mas detallado.
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Discusion

Las ratas del grupo diabético manifestaron menor peso corporal e hiperglucemia, asi
como polifagia, polidipsia y poliuria (datos no mostrados), por lo que este modelo de
diabetes comparte similitudes con la diabetes en el humano en cuanto a sus

manifestaciones clinicas y patologicas (King, 2012).

Como se muestra en la Figura 2, las aortas de ratas control no mostraron diferencia en
la magnitud de contraccion a los diferentes agonistas utilizados, las cuales alcanzaron
efecto maximo similares; sin embargo, el efecto anti-contractil provocado por el NO
endotelial fue dependiente de agonista utilizado, ya que fue menor con serotonina que
con los agentes adrenérgicos, sugiriendo que el efecto contrarregulador del NO en ratas
sanas es dependiente de la contraccidon inducida por los receptores adrenérgicos y
serotoninérgicos, lo que abre un nuevo campo para estudiar otros receptores que también
regulan la contraccion. En contraparte, en aortas diabéticas se pudo observar
disminucién significativa de la contraccién activada por serotonina, mientras que las
respuestas contractiles con fenilefrina y metoxamina fueron solo levemente alteradas con
respecto al grupo control. En aortas diabéticas, el efecto anti-contractil del NO endotelial
en respuesta a metoxamina y serotonina fue significativamente menor, mientras que con
fenilefrina se redujo levemente, lo que indica que la alteracién en la funcién anti-contractil
en la diabetes depende de agente contractil, asi como la sefalizacion de los receptores
adrenérgicos y serotoninérgicos. Ademas, la alteracion de la actividad y/o la liberacién
del NO endotelial durante la diabetes puede deberse a la pérdida de la funcién molecular

de las células endoteliales (Takeda et al., 2020).

La disfuncién endotelial y las alteraciones en la liberacién del NO se han caracterizado
en arterias aortas durante la hipertension arterial, donde se ha demostrado que disminuye
el efecto modulador negativo del endotelio cuando se induce la contraccion con
serotonina (Ibarra et al., 2006). Adicionalmente, se ha reportado que en estados de vejez

disminuye la biodisponibilidad de NO debido al aumento de la concentracion del anién
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superoxido (O27) que reacciona con el NO para la formacion de peroxinitrito (Gomez et
al., 2015), asi como la deficiencia en la produccion del NO enddégeno por parte de las
células endoteliales (lbarra et al.,1995). Sumado a esto, en la disfuncion endotelial
incrementa en la formacion de prostanoides vasoconstrictores que contrarrestan los
efectos del NO (lbarra et al., 2006).

Cabe mencionar que el tono vascular no solo esta regulado por el NO endotelia,| como
se pudo observar en este trabajo; el tejido adiposo perivascular también ejerce una
participacion anti-contractil importante, donde intervienen diversos mediadores como los
receptores Mas y AT2 que tras su estimulacion activan la produccion de NO (Nobrega et
al., 2019), asi mismo, la estimulacion de los receptores adrenérgicos B 3 localizados en
los adipocitos conduce a la activacion de las vias de sefalizacion de Ga con un aumento
de AMPc y la liberacion de NO (Bussey et al., 2018).

En estudios previos, se ha publicado que durante la diabetes se altera la estructura y la
ultraestructura de la aorta, incluso previo a los cambios sistémicos (Searls et al., 2012),
lo cual concuerda con los datos obtenidos en esta investigacion, donde se observa una
disminucién del grosor de la capa muscular de la aorta, lo que quiza pueda relacionarse
con la alteracion en la contraccion vascular observada en este estudio. Ademas, las
imagenes histoldégicas mostraron en aortas diabéticas una menor densidad de fibras de
matriz extracelular en la capa adventicia, asi como la deteccion de un infiltrado celular.
Este infiltrado podria tener caracteristicas inflamatorias, ya que se ha establecido una
conexion entre la disfuncion endotelial y la presencia de inflamacion local. Esto esta
respaldado por diversos estudios que han sefialado que las células lesionadas liberan
mediadores inflamatorios (Theofilis et al., 2021), por lo que estos datos nos llevan a hacer

nuevas propuestas de investigacion en el campo de la disfuncién endotelial.
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Conclusién

El efecto anti-contractil del 6xido nitrico (NO) endotelial en la aorta de ratas diabéticas es
menor en respuesta a la estimulaciéon de receptores adrenérgicos con fenilefrina y
metoxamina. Por otro lado, con la estimulacion de los receptores serotoninérgicos se
presenta menor respuesta anti-contractil mediada por el NO endotelial, lo que sugiere
que, durante la diabetes, los mecanismos contrarregulatorios del NO endotelial parecen
alterarse dependiendo del tipo de receptor que estimula la contraccion de la aorta.
Ademas, esto podria estar relacionado con la reduccion de la capa media, la pérdida de

la matriz extracelular y el infiltrado celular observado en la arteria aorta.
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