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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue determinar la influencia de la administracion
de 6xido nitroso sobre la capacidad constrictora de la noradrenalina sobre el masculo liso
vascular aortico, en ratas con estrés oxidativo desencadenado por la hiperglucemia en un
modelo experimental de diabetes mellitus inducida con estreptozotocina promoviendo en
consecuencia disfuncion endotelial. Se evaluaron la glucemia, el indicador de estrés
oxidativo malondialdehido (MDA) y la respuesta vasorreactiva de anillos aislados de
aorta toracica. El estudio se realiz6 con los anillos adrticos aislados de 20 ratas de especie
Rattus norvegicus variacion albinus linea Sprague-Dawley, que se dividieron
aleatoriamente en cuatro grupos (n=5 cada uno): Blanco, sin induccion de hiperglucemia
se obtuvieron los valores referenciales (normales) de vasocontraccion y vasorrelajacion;
Control, con hiperglucemia se obtuvieron las respuestas vasoactivas disfuncionantes;
Experimental 1, con hiperglucemia mas 6xido nitroso se indujo la vasocontraccion con
noradrenalina; Experimental 2, con hiperglucemia mas 6xido nitroso se indujo la
vasocontraccion con fenilefrina. Para el estudio experimental con enfoque cuantitativo, se
indujo la contraccion vascular con 3 dosis crecientes de noradrenalina (0,1, 1,0 y 10,0 M) mientras
que, la respuesta vasorrelajante se realiz6 con 4 dosis crecientes de acetilcolina (0,01,0,1, 1,0y 10,0
HM). Para el andlisis estadistico se calcul6 el estadistico F de Friedman y la prueba Post Hoc
de Bonferroni de Kruskal-Wallis, considerando un nivel de significancia del 95%. Se
observé un incremento significativo en la respuesta vasoconstrictora a la noradrenalina en el grupo
Experimental 1 (116,14 %) en comparacién con los grupos Blanco (100%) y Control (106,14) (p <
0,01). Lo que demostré que la incubacion con éxido nitroso a la concentracién de 300pp/millon
fue el responsable de tal efecto. Resultado similar (significativo) se obtuvo con el grupo
Experimental 2 (116,70%) donde se indujo la vasocontraccion con fenilefrina demostrando con
ello, que la influencia del 6xido nitroso no solamente fue con sustratos adrenérgicos enddgenos sino
también con los simpatico miméticos exdgenos como la fenilefrina. En conclusion, el 6xido nitroso
actuaria tal vez estimulando a los receptores alfa adrenérgicos y en consecuencia incrementando la
disfuncion endotelial resultado del estrés oxidativo.

Palabras clave: Respuesta adrenérgica, noradrenalina, muasculo liso vascular, éxido
nitroso, ratas, disfuncion endotelial.
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ABSTRACT

The purpose of this investigation was to determine the influence of the administration of
nitrous oxide on the constricting capacity of norepinephrine on the aortic vascular smooth
muscle in rats with oxidative stress triggered by hyperglycemia in an experimental model
of diabetes mellitus induced with streptozotocin, hence promoting the endothelial
dysfunction. Glycemia, the malondialdehyde (MDA) oxidative stress indicator, and the
vasoreactive response of isolated rings of the thoracic aorta were assessed. The study was
carried out with the isolated aortic rings from 20 rats of the Rattus norvegicus species,
albinus variation, Sprague-Dawley line, which were randomly divided into four groups
(n=5 each): Blank, without hyperglycemia induction, to obtain reference (normal) values
of vasoconstriction and vasorelaxation; Control, with hyperglycemia, to obtain
dysfunctional vasoactive responses; Experimental I, with hyperglycemia plus nitrous
oxide, to induce vasoconstriction with norepinephrine; Experimental II, with
hyperglycemia plus nitrous oxide, to induce vasoconstriction with phenylephrine. For the
experimental study with a quantitative approach, vascular constriction was induced with
3 increasing doses of norepinephrine (0.1, 1.0, and 10.0 uM), while the vasorelaxative
response was achieved with 4 increasing acetylcholine doses (0.01, 0.1, 1.0 and 10.0 puM).
For the statistical analysis, the Friedman F statistic was calculated and the post hoc
Bonferroni Kruskal-Wallis test was carried out, considering a significance level of 95%.
A significant increase was seen in the vasoconstriction response to norepinephrine in the
Experimental | group (116.14%) compared to the Blank (100%) and Control (106.14)
groups (p < 0.01). This demonstrated that the incubation with nitrous oxide at a
300pp/million concentration was responsible for such effect. A similar (significant) result
was obtained with the Experimental 1l group (116.70%) where vasoconstriction was
induced by phenylephrine, thus demonstrating that the influence of nitrous oxide not only
occurs with endogenous adrenergic substrates but also with exogenous sympathetic
mimetic substrates such as phenylephrine. In conclusion, nitrous oxide may act by
stimulating adrenergic alpha receptors and consequently enhancing the endothelial
dysfunction as a result of oxidative stress.

Keywords: Adrenergic response, norepinephrine, vascular smooth muscle, nitrous oxide,

rats, endothelial dysfunction.
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INTRODUCCION

La presente investigacion demuestra la influencia del tratamiento con Oxido nitroso
(incubacion) como anestésico frente a la vasocontraccion promovida por la noradrenalina
sobre anillos aislados de aorta toracica. Por su parte, la respuesta vasodilatadora de los
anillos aislados adrticos se indujo con acetilcolina (ACh). EI campo de la investigacion
corresponde a Ciencias Biomédicas, area de farmacologia y la linea de anestésicos.

La causa principal de esta investigacion surge frente a la pregunta ¢Si, la sedacién con el
oxido nitroso tiene algun efecto adicional en pacientes con endotelio vascular
disfuncionante como en las patologias cardiovasculares tales como la hipertension
arterial? Los resultados de su estudio y comprensién del mismo, se tornan fundamentales

para saber manejar el procedimiento anestésico durante la fase operatoria.

Esta investigacion tiene como justificacién el aumento en plasma de un sustrato simpatico
mimético como la noradrenalina, por ejemplo, observado en la hipertension, conduciria a
un incremento aun mayor de su efecto vasoconstrictor en el acto quirdrgico cuando se

emplea el éxido nitroso como anestésico.

Debido al incremento en cirugias menores del uso del anestésico O0xido nitroso en la
sedacién estomatolégica y considerando los resultados del presente trabajo se espera que
el cirujano dentista, deberd tomar las precauciones necesarias para su empleo
especialmente en pacientes con disfuncion endotelial producto de patologias como;
hipertension arterial, dislipidemias, diabetes, enfermedad cardiovascular, etc. en donde
hoy se sabe que en esos pacientes, la respuesta a la estimulacion de sus receptores tanto
alfa como beta adrenérgicos se encuentra alterada.

Dentro de las limitaciones se tuvo la infraestructura, la cual se tuvo que trabajar en las
instalaciones del CIDEC-UNSA, cuyo instrumental a pesar de su antigliedad permitié el
logro de los objetivos planteados. Ademas, el alcance de la presente investigacion fue
explicativo, brindado un aporte cientifico a los profesionales odontdlogos y

anestesiologos.
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Para un abordaje més eficiente de la problematica, el presente trabajo de investigacion,
presenta una estructura de tres capitulos, el primero de los cuales es el Marco Tebrico, en
el que se realiza el desarrollo y andlisis de los fundamentos tedricos del problema de
estudio (conocimiento del arte) presentando las diferentes teorias acerca de la disfuncion,
drogas adrenérgicas al igual que el analisis de los antecedentes de la presente

investigacion.

El segundo capitulo trata sobre la Metodologia, en el que se describen las estrategias
metodoldgicas para el tratamiento de la informacion ya que, esta investigacion se
encuentra circunscrita en el disefio cuantitativo (observacion experimental). Al desarrollar
la investigacion de laboratorio se tuvo como limitante el acceso a la infraestructura debido

a las restricciones obligatorias por la pandemia, COVID-19.

En el tercer capitulo, se encuentran los Resultados y Discusion, se realiza la presentacion
de los resultados obtenidos en esta investigacion y se lleva a cabo un contraste con los
resultados de investigaciones recientes, que hacen referencia a la problemética y los

conocimientos cientificos que se tienen al respecto.

Finalmente se presentan las conclusiones, de igual manera, las recomendaciones,

referencias bibliogréaficas y anexos pertinentes.

Angélica Magdalena Corzo Salas de Valdivia.
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HIPOTESIS

Es probable que el incremento de la respuesta vasoconstrictora a la noradrenalina se
deberia a la incubacion previa con 6xido nitroso de los anillos adrticos de ratas con

disfuncion endotelial.
OBJETIVOS
Objetivo General

Determinar el incremento de la capacidad vasoconstrictora de reaccion del musculo liso
vascular a la noradrenalina, por la administracién de 6xido nitroso en ratas con disfuncién

endotelial

Objetivos Especificos

1. Desarrollar el modelo experimental de induccion de hiperglucemia al administrar
estreptozotocina (STZ) en ratas observado 7 dias después de injuriado el tejido

pancreatico.

2. Demostrar la presencia de estrés oxidativo resultado de la induccién de hiperglucemia
mediante, la determinacion en plasma de malondialdehido (MDA) como marcador de

oxidacion.

3. Determinar los parametros fisiologicos de vasoconstriccion con 3 dosis de
noradrenalina y 4 dosis de vasodilatacion con acetilcolina (respuesta vasoactiva) con

anillos aislados de aorta torécica de ratas normales (Grupo Blanco).

4. Demostrar la existencia de disfuncion endotelial resultado del estrés oxidativo a través
de la observacion del deterioro (disminucion) de la vasodilatacién de anillos aislados

de aorta toracica procedentes de ratas hiperglucéemicas (Grupo Control).

5. Calcular la magnitud de la respuesta vasoconstrictora de anillos de aorta con
disfuncion endotelial incubados con Oxido nitroso (N20) en respuesta a la
administracion al bafio de 6rganos de 3 dosis crecientes tanto de noradrenalina como

de fenilefrina como agonista a-adrenérgico.
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CAPITULO |
1. MARCO TEORICO
1.1.Sistema nervioso autdnomo

Las neuronas postganglionares simpaticas inervan los 6rganos que participan en el
funcionamiento del sistema cardiovascular, y de igual forma a gran parte de los vasos
sanguineos, las glandulas adrenales, el corazén y el rifion. Al estimular el sistema
nervioso simpatico, se genera un efecto cronotropico e inotropico favorable en el
corazén, incrementando la frecuencia y la fuerza de contraccion cardiaca. La
estimulacion simpatica en los vasos sanguineos sistémicos, provoca un efecto
vasoconstrictor que se ve reflejado en un incremento de las resistencias periféricas
totales. Este efecto sobre el corazén y sobre las resistencias periféricas, que han sido
generadas por la activacion simpatica produce un repunte de la presion arterial. Por
otro lado, se presenta una descarga ténica de las fibras eferentes simpaticas que
ocasiona la constriccion tonica en los vasos de resistencia. Este tono simpético basal
va a mantener contraidas, en cierta medida, casi todas las arteriolas sistémicas, que
termina generando un aumento de la vasoconstriccion por el incremento de la
actividad simpética o por un efecto vasodilatador, originada por una inhibicion
simpética que se ha disminuido por los agentes vasodilatadores. Por este motivo, su

rol en la regulacion del tono vascular es primordial (1).

El sistema simpatico y el parasimpatico van modulando las funciones inotrépicas y
cronotrépicas del corazon y el tono vascular mediante la interaccion de receptores
especificos. Los receptores de noradrenalina que intervienen, son los receptores o-
adrenérgicos y f- adrenérgicos, de igual manera intervienen los receptores
colinérgicos y adrenérgicos que conforman el primer escaldon del sefialamiento
celular. Las terminaciones nerviosas simpaticas postganglionares que inervan los
distintos drganos diana, incluidos los vasos sanguineos, son mayormente, fibras
adrenérgicas que estan liberando noradrenalina. La noradrenalina que ha sido liberada

por las terminaciones nerviosas adrenérgicas, asi como la noradrenalina y la
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adrenalina circulantes, se uniran a receptores adrenérgicos especificos mediante los
cuales ejercen sus acciones en los diferentes 6rganos diana. El sistema nervioso
simpatico tambien es participe en el remodelado ventricular y en la hipertrofia

ventricular (1).

La union ligando receptor de la noradrenalina con sus receptores origina la activacion
de vias intracelulares que modifican, integran y transducen las sefiales del exterior.
En consecuencia, las sefiales autondmicas son reguladas por intermedio de los
receptores de la superficie celular y se modulan en numerosos puntos de las vias
efectoras (1). La modulacion del tono vascular actia sobre los receptores o
adrenérgicos, los mismos que son prioritarios en los cambios de presion. La familia
de los receptores adrenérgicos que participan pertenece a los receptores o-
adrenérgicos, las isoformas de los receptores son los al y a2 adrenérgicos, receptores

que participan en la modulacién del tono vascular (1).

La noradrenalina, ubicada en el endotelio, se une a sus receptores a2-adrenérgicos,
los que se encuentran acoplados a proteinas Gi que inactiva a la adenilato ciclasa
(AC), lo cual genera una disminucion del segundo mensajero intracelular adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), lo cual facilita la apertura de canales de K+
dependientes de voltaje (2). Respecto a las células del MLV, la noradrenalina tiene
interaccion con los receptores al- adrenérgicos, receptores que Se encuentran
acoplados a proteinas Gq, seguidamente, éstos propician la activacion de la enzima
fosfolipasa C (PLC), que genera diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5- trifosfato (IP3)
a partir de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2). EI DAG estimula la proteina cinasa
C (PKC), que toma parte en la sensibilizacion al calcio (Ca2+) segundo mensajero
que es participe en la maquinaria contractil, mientras que el IP3 ayuda en la liberacion
de Ca2+ desde el reticulo sarcoplasmico (RS) mediante la activacion del receptor IP3
que esta ubicado en el mismo. El incremento de los porcentajes de Ca2+ intracelular,
provoca que el Ca2+ se adhiera a la cadmudulina (CaM) formando el complejo Ca2+-
CaM, dicho complejo se une a la subunidad catalitica de la cinasa de la cadena ligera

de la miosina (MLCK), lo cual favorece a la contraccion muscular (3).
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1.1.1. Sustancias vasoconstrictoras
1.1.1.1.Noradrenalina

La adrenalina y la noradrenalina, hormona y neurotrasmisor respectivamente, se
sintetizan a partir de la L-tirosina, por dos fuentes en el organismo: las
terminaciones nerviosas simpéticas, que desprenden noradrenalina sobre los
organos efectores posterior a la estimulacion, y las células cromafines de la
medula suprarrenal, que son las neuronas simpaticas postganglionares y fuentes
de sintesis, almacén y liberacion de adrenalina y noradrenalina bajo la
estimulacion de los receptores nicotinicos de acetilcolina. Ambas catecolaminas
regulan respuestas fisioldgicas tales como el metabolismo, la vasoconstriccion, la
vasodilatacion, la proliferacion y la presion sistélica/diastélica. La noradrenalina
y la adrenalina que se liberan en situaciones de estrés, ansiedad e incremento de
la presion, estas catecolaminas son mediadas por hormonas como histamina, Ang

Il y bradicinina.

Los receptores a noradrenalina son receptores metabotrépicos, estos son
receptores a y B- adrenérgicos que estan acoplados a proteinas G, las que activan
vias intracelulares que asumen la integracion y transduccion de las sefiales en el
endotelio y el MLV, la noradrenalina, a través de la union a sus adrenoreceptores
va generando repuestos celulares en las que participan proteinas como la PKC,
PLC y la AC que activan a segundos mensajeros. De esta manera se lleva en parte
la modulacién del tono vascular, las isoformas de los receptores o adrenérgicos
que toman parte son los al y a2 adrenérgicos los que se encargan de la regulacion

del tono vascular de mucha relevancia en la hipertension arterial (2).
1.1.1.2.Tromboxano Az

El TXAZ2 es un metabolito del &cido araquiddnicoque se genera debido a la accion
secuenciada de 3 enzimas: PLA2, COXs (COX-1 0 COX-2) y tromboxano sintasa.
El TXAZ2 interviene en la fisiopatologia de las enfermedades cardiovasculares,
enfermedad coronaria, infarto agudo al miocardio e hipertension. Al activarse los
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receptores TP por TXA2 contribuyen para que se desarrollen enfermedades
cardiovasculares mediante los siguientes procesos: vasoconstriccion, agregacion
plaquetaria, inflamacion, estrés oxidativo (EO), expresion de moléculas de
adhesion, contraccion y proliferacion vascular, respectivamente (4). El efecto de
la reaccion de los receptores a TXAZ2 esté limitada por proteinas G mediante los
receptores TP (isoformas a y ), los mismos que se manifiestan en plaquetas (TP
o), macrofagos, células endoteliales y células del MLV. Las acciones se traducen
en la agregacion plaquetaria. La interaccion ligando receptor TP produce la
activacion de diferentes cascadas de sefializacion que van controlando el flujo
celular de iones, la disposicion del citoesqueleto, la adhesion celular, la motilidad,
los factores de transcripcion nuclear, proliferacion, supervivencia celular y
apoptosis. Hay reportes respecto a que son activados diversos efectores y
segundos mensajeros rio abajo: IP3, DAG, AMPc, proteinas G pequefias (Ras,
Rho), fosfoinositol-3 quinasa, asi como proteina PKC y PKA. Por otro lado,
también el TXA2 al momento de unirse a los receptores TP en el MLV genera una
inhibicién a canales de Kv, produciendo la despolarizacion de la membrana
celular, activa a canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo L, generando un

incremento del Ca2+ intracelular y favoreciendo la vasoconstriccion (2).
1.1.1.3.Serotonina

La 5-HT es un neurotransmisor que tiene la funcion de mediador quimico o
neurotransmisor, se encarga de la regulacion de funciones nerviosas,
gastrointestinales y cardiovasculares. Las actividades fisiol6gicas de 5-HT estan
mediadas por 7 subtipos de receptores (5-HT1-5-HT7). Los tipos 5-HT1B, 5-
HT2A y 5-HT2B. El receptor 5SHT2A, provoca una vasoconstriccion sistémica,

mientras que el 5SHT1B, genera vasodilatacion en las arterias (5).

Los receptores 5-HT2A generan vasoconstriccion en las células del MLV. Las
contracciones inducidas por 5-HT, que se dan mediante los receptores 5SHT2A
activan a la PLC mediante la proteina Gq para incrementar los niveles citosélicos
de IP que terminan favoreciendo la liberacion de Ca+2 de los sitios de

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

almacenamiento intracelular y ocasiona la vasoconstriccion. EI efecto
vasoconstrictor se ve potenciado por el efecto de una diversidad de agentes como

la noradrenalina, angiotensina, temperatura o potasio (5).

Las células endoteliales sanas, responden a la 5-HT, incrementando la liberacion
de NO, con lo cual, se produce la vasodilatacion del musculo liso vascular. Al
momento que se produce una disfuncion endotelial, la 5-HT pierde su capacidad
de estimular la liberacion de NO y genera un aumento en el tono de los musculos
lisos vasculares, provocando vasoconstriccion. Ademas, la 5-HT puede funcionar
como un elemento del crecimiento y contribuye a la hipertrofia que se presenta en

la capa media, con lo cual, favorece a la reestructuracion vascular (5).

Existen reportes de que la 5-HT genera un incremento de la respuesta contractil
en arterias coronarias en pacientes que padecen enfermedad coronaria y
aterosclerosis. Adicionalmente, se ha reportado que la 5-HT genera disfuncién
endotelial en arterias ateroscleroticas mediante la intervencion de dos subtipos de
receptores, 5-HT1B y 5-HT2A, este hecho se ha asociado con un aumento de las
concentraciones en plasma de catecolaminas que contribuyen; de esta manera, en
la remodelacion de las arterias en varias enfermedades vasculares, que incluyen
la hipertension y aterosclerosis. En el caso de los pacientes hipertensos y modelos
animales, existen reportes de un aumento en la respuesta contractil a agentes
vasoconstrictores en células del MLV. Los agentes vasoconstrictores reportados
son ET-1, la 5-HT y la noradrenalina, han mostrado asociacion con la regulacion
al alza de sus respectivos receptores, ETA, ETB, 5-HT2A y receptores a

adrenérgicos, respectivamente (5).
1.2.Actividad del masculo liso vascular

Existen variados estimulos enddgenos que pueden modificar el estado contractil de
las células de MLV que actlan en las estructuras de las células que estan presentes en
la regulacién de la concentracion del Ca2+ intracelular. La forma de controlar la
contraccion de las células del musculo liso, esta sujeta al potencial de la membrana
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celular (Em) y de la actividad de neurotransmisores autonémicos, y la accion de las
sustancias endadcrinas y paracrinas sobre receptores especificos.

Considerando algunas excepciones (por ejemplo, la vena porta), el MLV tiene la
caracteristica de que carece de actividad eléctrica espontanea. Usualmente, tienen un
potencial de membrana en estado de reposo que oscila entre -40 y -60 mV. Dicho
valor se mantiene mediante flujos iénicos, a través de canales idnicos de la membrana
plasmatica en funcion del gradiente electroquimico y de la permeabilidad que la
membrana tiene para cada ion. Estd comprobada la participacion de distintos tipos de
canales selectivos al K+ y el Cl- en la regulacién y mantenimiento del Em en el MLV.
Posteriormente se menciona como diversos estimulos tienen la capacidad de
modificar el valor del potencial de la membrana por modificar la permeabilidad de la
misma a los distintos iones. Estos cambios se observan como corrimientos del Em
hacia valores méas positivos (despolarizacién) o hacia valores mas negativos
(hiperpolarizaciones). Existe una vinculacion directa entre el valor del Em y el estado
contractil del MLV, debido a que el mismo regula la activacion de los CCVO, y
consecuentemente el influjo de Ca2+ hacia el interior de las células. Se toma el
siguiente ejemplo, la activacion de canales de K+ produce hiperpolarizacion de la
membrana celular (y relajacion vascular) al tiempo que su inhibicion va
despolarizando la misma, lo cual desencadena la contraccion vascular. Las sustancias
que son capaces de modular directa o indirectamente el grado de contraccion del MLV
se denominan sustancias vasoactivas. Ademas de las que tienen la capacidad de
modificar el Em del MLV mediante la modificacién de la permeabilidad idnica;
existen sustancias vasoactivas que pueden modular la contractilidad muscular
actuando sobre sus propios receptores especificos. Se conoce una gran diversidad de
mediadores con la capacidad de modular al MLV (angiotensina Il, adenalina,
noradrenalina, histamina, dopamina, ATP, prostaciclina, tromboxano, etc.); no
obstante, la gran mayoria lo realiza mediante la activacion de receptores acoplados a
proteina G. Especialmente, sustancias que tienen presencia de actividad
vasoconstrictora (como angiotensina I1, noradranalina, tromboxano, por citar algunas)
ejercen influencia sobre sus receptores especificos que se encuentran acoplados a la
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proteina Gq que generan la contraccion al momento que se produce la activacion de
la fosfolipasa C (PLC) y la accién de sintesis de los segundos mensajeros IP3 (que
incentiva la liberacion de Ca2+ del reticulo) y DAG/ PKC (que fosforila y activa a los
canales de Ca2+ tipo L, generando un aumento en el influjo por estos canales). Por su
lado, gran parte de las actividades vasorrelajantes mediadas por receptor (por ejemplo:
prostaciclina, histamina) son realizadas mediante la activacion de receptores que se
encuentran acoplados a proteina Gs, que debido a un crecimiento en los niveles de
AMPc produce la inactivacion de la MLCK por fosforilacion de la misma por la PKA.
Esta kinasa, por otro lado, puede generar la hiperpolarizacion del musculo liso por la
activacion de canales de K+, lo que ocasiona un menor influjo de Ca2+ (6,7).

En la tabla siguiente se presentan los principales receptores que median la contraccién
y relajacion del MLV:

Tabla N° 1:
Sustancias enddgenas vasoactivas y sus receptores presentes en las células de

musculo liso vascular

Denominacion

Efecto Tipo de receptor Sustancia
del receptor
Adrenalina/noradrenalina o
Angiotensina Il AT,
Acoplado a proteina Serotonina (5-HT) 5-HT
Gq Acetilcolinal M
Endotelina ETayETs
Vasoconstriccion Tromboxano (TXAy) P
Receptor ionotrépico:
canal catidnico no ATP P2X
selectivo
Acvtivacion de
canales de Ca2 + tipo Adrenalina/noradrenalina o2
L via ROC.
] Adrenalina B>
Vasorrelajacion Acopladcgz proteina Histamina? H>
Prostaciclina (PGI.) IP

1 En presencia del endotelio intacto el efecto neto de la Acetilcolina es relajacion
2 La histamina también genera vasodilatacion por su actividad a nivel endotelial

Nota. Tomado de Brosovich et al. (6)
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1.3.Funcion endotelial

El endotelio ha sido reconocido como el 6rgano méas extenso del cuerpo humano vy,
definitivamente uno de los mas importantes del cuerpo. Desde su estudio
microscopico, se identificd su capa unicelular que sélo dividia dos compartimentos:

humoral y tisular. (Figura 1)

Figura N° 1
Funcion endotelial
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El endotelio, en su totalidad, tiene mayor peso que el higado, su masa equivale a
varios corazones, y al desplegarlo, puede cubrir numerosas canchas de tenis, pero lo
mas destacable es su capacidad para producir mas de 60 moléculas, las mismas que

cumplen funciones primordiales en la hemostasia y homeostasis vascular.

La regulacion del tono vascular, se lleva a cabo mediante la produccién de gran
numero de sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras. Se tiene como una de las
primeras, el 6xido nitrico (ON), cuya molécula antiaterogénica es la mas importante
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que se sintetiza en el endotelio, con propiedades que regulan la vasodilatacion y con
efectos antiproliferativos, antinflamatorios y antitrombaéticos.

La contraccion de las células del musculo liso vascular se desarrolla mediante tres
mecanismos que producen modificaciones en la homeostasis del calcio al interior de

las células:

e Canales de calcio que se activan por despolarizacion de membrana, los cuales se
aperturan al momento que se produce un cambio de voltaje que permite al calcio
extracelular moverse hacia la parte interna de la célula siguiendo su gradiente

electroquimico, lo cual produce la contraccion (7).

e Contracciones que se inducen mediante agonistas que no despolarizan la
membrana, activando receptores acoplados a proteina G, que modulan respuestas
intracelulares que terminan produciendo un aumento en la concentracion de calcio

en el citoplasma, lo cual produce la contraccion (8).

e Canales de calcio que son operados por receptores que se activan por

neurotransmisores y hormonas (7).

En general, el control de la musculatura lisa vascular se da mediante un control local
(intrinseco) que se determina mediante mecanismos de autorregulacion, metabolicos,
hiperemia activa e hiperemia reactiva, ademas de un control central (extrinseco) que

incluye mecanismos humorales y neuronales (9).

Dentro del mecanismo humoral, se destacan las hormonas que tienen accion
vasoactiva como angiotensina 1l, vasopresina, prostaglandinas, bradicinina,
serotonina, histamina, prostaciclina, y catecolaminas circulantes, estas ultimas
mencionadas son las que se liberan por estimulacion simpatica (10). El control
neuronal se realiza mediante el sistema nervioso autbnomo (S.N.A). Dado que este
sistema es involuntario y controla las funciones viscerales del organismo, es activado

principalmente por centros ubicados en la médula espinal, tallo cerebral, hipotalamo
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y porciones de la corteza cerebral (corteza limbica) que tienen influencia en el control
auténomo (11).

Por lo tanto, se encarga de la contraccion y relajacion de la musculatura lisa

vascular (10).
1.3.1. Receptores

El sistema nervioso auténomo se divide en sistema nervioso simpatico y
parasimpatico, que tienen bases anatémicas y funcionales diferentes. El sistema
nervioso autonomo inerva la gran mayoria de los 6rganos, cuya respuesta es
usualmente opuesta, mientras los nervios simpaticos incrementan la
contractibilidad vascular, los nervios parasimpaticos producen su relajacion, esta

actividad nerviosa es captada mediante receptores (11).

Se denomina receptor a cualquier macromolécula celular, usualmente una proteina
celular, mediante la cual se vincula un farmaco o un neurotransmisor para dar
inicio a la consecuente propagacion de su sefial reguladora en la célula sefialada
como blanco (7). Es importante tener en cuenta que los neurotransmisores
son agentes quimicos especificos. A través de ellos, los nervios realizan la
transmision de informacién durante la mayor parte de las sinapsis y las uniones

neuroefectoras (7).

Todas las fibras preganglionares simpaticas y parasimpaticas se caracterizan por
tener como neurotransmisor especifico a la acetilcolina, que realiza la transmision
por interacciébn con los receptores colinérgicos nicotinicos. Las fibras
posganglionares parasimpaticas y varias simpaticas son también de caracter
colinérgico, que actlan sobre receptores muscarinicos. Un gran nimero de las
fibras posganglionares simpéticas liberan noradrenalina, por lo que son
denominadas como adrenérgicas (12).

La acetilcolina que se encuentra en las fibras simpaticas preganglionares, estimula

la médula suprarrenal para que se produzca la secrecion de catecolaminas
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naturales (noradrenalina, adrenalina y dopamina), que son sintetizadas a partir del
aminoacido tirosina. Las catecolaminas se encargan de estimular dos clases de
receptores adrenérgicos conocidos como alfa y beta. La noradrenalina estimula
basicamente a los receptores alfa y en menor proporcion a los beta. La adrenalina

actla sobre ambos tipos de receptores en la misma proporcion (11).

Los estudios realizados sobre la fijacion de radioligandos agonistas o antagonistas
demuestran que dentro de un mismo 6rgano coexisten varios subtipos de o y
receptores, en diferentes proporciones, tal como sucede en la pared vascular. Los
a-receptores son estimulados, ordenadamente de mayor a menor potencia, por
adrenalina, noradrenalina e isoproterenol y son asociados a una actividad
contractil de la musculatura lisa vascular. Teniendo en consideracion los factores
funcionales y anatomicos, se clasifican en dos grandes grupos: los receptores
presinapticos que se clasifican como a2-adrenérgicos, cuando se activa, inhiben
la liberacion de noradrenalina, generando un efecto de retroalimentacion negativa,
y los receptores postsinapticos excitatorios que se clasifican como al (12). Los
receptores B-adrenérgicos, se estimulan mediante agonistas adrenérgicos
ordenados de mayor a menor potencia por isoproterenol, adrenalina vy
noradrenalina, y son asociados a una actividad relajadora de la musculatura
vascular. Son divididos en 8 B1, que son predominantes en el miocardio, 32
ubicado principalmente en el mtsculo liso y 3 con presencia en el tejido adiposo
(12,6).

La acetilcolina es el neurotransmisor de las fibras parasimpaticas posganglionares,
que es sintetizada en la terminal axonal y se deposita en vesiculas sinapticas. Esta
sintesis se realiza por union del grupo acetilo del acetil coenzima A con la colina.
La acetilcolina genera la activacion de dos tipos diferentes de receptores llamados
receptores muscarinicos y nicotinicos. Los receptores nicotinicos se hallan en la
sinapsis que se realiza entre las neuronas pre y posganglionares de los sistemas
simpatico y parasimpatico, asi como en las membranas de las fibras musculares

esqueléticas en la union neuromuscular. Los receptores muscarinicos estan
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presentes en todas las células efectoras que son estimuladas por las neuronas

posganglionares del sistema nervioso parasimpatico (11).

Los receptores muscarinicos estan dentro de la stper familia de las proteinas
receptoras, cuyo funcionamiento esta mediado por la interaccion con proteinas G.
Se desconocia de la diversidad de los receptores muscarinicos hasta que, a fines
del decenio de 1970, se hizo un anélisis de la farmacologia de la Pirenzepina. Las
observaciones realizadas, y el estudio que se realizd seguidamente de otros
agonistas y antagonistas, a los que siguieron rapidos adelantos en la clonacion de
diversos DNA que codifican los receptores muscarinicos, han logrado la
identificacion de cinco subtipos de estos receptores. Se han designado M1 a M5

basados en su especificidad farmacologica (7).

Los receptores M1 se encuentran presentes en ganglios autonémicos y en la
corteza cerebral; los receptores M2, tienen predominancia en el miocardio y en
mucho menor grado se encuentran en la musculatura lisa; los receptores M3y M5,
se hallan en las células secretoras, en las celulas de musculatura lisa y en las
células endoteliales; los receptores M4 se encuentran ubicados en las células

endoteliales y en las neuronas ganglionares (12).

Las interacciones que se llevan a cabo con los miembros de la familia de proteinas
G vy, por tanto, aquellos cambios que son, generalmente, inducidos por estas
proteinas e intervienen en las funciones de las diversas moléculas efectoras que
estan ligadas a la membrana, e intervienen como mediadoras de las funciones
bésicas de los receptores muscarinicos. Los subtipos M1, M3 y M5 activan a la
proteina G denominada Gg/11, que esta a cargo de la estimulacion de la actividad
de fosfolipasa C; como resultado inmediato se genera la hidrolisis de polifosfatos
de fosfatidilinositol (los mismos que son componentes de la membrana
plasmatica) para que se puedan formar los polifosfatos de inositol. Algunos de los
9 isomeros de fosfato de inositol (principalmente inositol-1,4,5-trisfosfato)
generan descarga de Ca2+ intracelular desde los lugares donde se almacenan, en

el reticulo endoplasmico. Por lo tanto, estos receptores median los fendmenos
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dependientes del Ca2+ mencionados, como contraccion del musculo liso y
secrecion. El segundo producto generado por la reaccion de fosfolipasa C, el
diacilglicerol, produce la activacion de la proteincinasa C (en conjunto con el
Caz+) (7).

Un segundo camino para la aparicion de las reacciones de los agonistas
muscarinicos es aquella que es evocada al momento de la activacion de los
receptores M2 y M4. Dichos receptores tienen interaccion con un grupo
determinado de proteinas G (particularmente en las denominadas G1 y GO0) que
muestran una inhibicion resultante de la adenilciclasa, y mediante la activacion de
los canales del K+ que son operados por receptores (como en el corazon) y la
supresion de la actividad de los canales del Ca2+ con compuerta de voltaje que se
presenta en algunos tipos de células. Las consecuencias funcionales de los efectos
referidos, se pueden apreciar mas claramente en el miocardio. Los receptores
muscarinicos que se encargan de la relajacion vascular, se encuentran ubicados en
las células endoteliales de los vasos sanguineos, los mismos, que al momento de
ser estimulados, descargan factores de relajacion que son difundidos hacia las

células del musculo liso adyacente (13).

Se puede decir que, en términos generales, los receptores muscarinicos
colinérgicos del tipo M3 se hallan en las células del endotelio, asi como en las
células del muasculo liso de un buen niamero de arterias y arteriolas. Al momento
de activarse estos receptores en las células del muasculo liso, se provoca una
contraccion. Sin embargo, este efecto vasoconstrictor termina usualmente anulado
por el efecto vasodilatador de activar los receptores M3 en las células del endotelio
vascular. En esta organizacion poco peculiar, la activacion de los receptores M3
de las células endoteliales provoca la sintesis de Oxido nitrico, que,
posteriormente, es difundido fuera de las células endoteliales y dentro de las
células del masculo liso cercano en el cual actiia como un vasodilatador. El efecto
vasodilatador estimulante que se produce en los receptores M3 de la célula
endotelial es mas poderoso que el efecto vasoconstrictor estimulante producido y
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de los receptores M3 del musculo liso. Por tal motivo, el papel de los receptores
M3 del musculo liso siguen siendo un misterio (9).

Es necesaria la presencia del endotelio para que la acetilcolina genere la relajacion
in vitro de un anillo de aorta de conejo (9). Puesto que dicha relajacion no se podia
atribuir a prostaciclina, a consecuencia de que el experimento se realiz6 con la
presencia de inhibidores de 10 ciclooxigenasa. Se llegd a la conclusion de que fue
la relajacion endotelio dependiente producida por acetilcolina como resultado de
la liberacién de una sustancia liberada por el endotelio que fue denominada como
Factor relajante derivado de endotelio (EDRF). Identificaron el EDRF como 6xido
nitrico, el cual es sintetizado a partir de L-arginina. El 6xido nitrico participa como
mediador local de los denominados vasodilatadores endotelio dependientes, como
la acetilcolina y la bradiquinina, o como mediador de la accién vasodilatadora que
se produce en los procesos inflamatorios como respuesta a la histamina o la

bradiquinina (13).

Prostaciclina (PGI2), es otro elemento relajante que se deriva del endotelio, cuyas
sus principales acciones son la inhibicion de la agregacion plaquetaria y la
relajacion de las células de la musculatura lisa vascular. Se genera su liberacion

por efecto de la acetilcolina, bradicinina y angiotensina Il (10).

El factor hiperpolarizante que se deriva del endotelio (EDHF), es a la vez un factor
de relajacion que depende del endotelio, éste produce mayormente una relajacion
del musculo liso vascular dado que induce la hiperpolarizacién de su membrana
celular. Se libera por concentraciones elevadas de acetilcolina y bradicinina, de
manera que injiere parcialmente en los efectos vasodilatadores de estos agentes
(10). Entre los factores que derivados del endotelio que actiian como constrictores
de la pared vascular, se encuentra la endotelina (ET) y los factores constrictores
que se derivan del endotelio, denominados genéricamente asi por su naturaleza,
que hasta el momento no estd establecida. Estos serian mediadores de la
vasoconstriccién que se genera a causa de la hipoxia y el incremento en la presion

transmural (10).
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Con base en lo expuesto anteriormente, el endotelio vascular se considera como
el principal 6rgano a cargo de la regulacion vascular, trabaja en calidad de receptor
y transmisor de sefiales, puesto que tiene la capacidad de registrar cambios
hemodinamicos, interactuar con las células de la sangre, modificar los mensajeros
quimicos circulantes y responder a dichos cambios a través de la liberacion de
numerosos factores vasoactivos (10). Es por este motivo, que casi todas las
molestias cardiovasculares se asocian a una disfuncién del endotelio vascular (13).
En general, los receptores muscarinicos M3 son mediadores en la relajacion
endotelio dependiente, mientras que la contraccion puede se puede mediar
mediante diversos subtipos.

La relajacion vascular también se puede mediar mediante por mecanismos
endotelio independientes, de acuerdo a la ubicacidon anatomica del vaso. Se ha
evidenciado de que los receptores muscarinicos M3 median la relajacion de la
arteria coronaria en los equinos, la vasculatura renal de los ratones, la aorta de las
liebres, las mesentéricas de las ratas, la arteria uterina de los cerdos, las arterias
cerebrales de los felinos, las arterias coronarias de los simios y algunas arterias

bronquiales aisladas.

En los vasos aislados de pulmdn de rata, receptores muscarinicos M1 y M2 median
la vasodilatacion directa e indirecta respectivamente. Pero, al mismo tiempo, se
ha observado que los receptores muscarinicos M3 median la contraccion en
coronarias de rata y arterias pulmonares en los humanos. Es por tal motivo, que
los receptores muscarinicos que median la contraccion y relajacion tienen

diferencias de acuerdo a la especie y ubicacion anatomica (14).
1.3.2. El neurotransmisor acetilcolina (ACh)

Se ha denominado con el nombre de farmacos colinérgicos a los farmacos que
pretenden imitar la accion de la acetilcolina que se libera en las terminaciones
posganglionares parasimpaticas. Acetilcolina es una molécula de tipo flexible, y
las pruebas indirectas que se han realizado, sugieren que, respecto a las
conformaciones del neurotransmisor, éstas son diferentes cuando se le encuentra
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fijado en los receptores nicotinicos o muscarinicos (15). Los receptores
muscarinicos han sido definidos como aquellos que se activaban selectivamente
por muscarina y se bloquean por atropina y los receptores nicotinicos como los
que se activan por nicotina y bloqueados por curare (16). En la actualidad, se tiene
conocimiento por los estudios realizados en biologia molecular, de la existencia
de multiples variantes de ambos tipos de receptores, los cuales son integrantes de
dos familias de genes distintos y que tienen la caracteristica de poder activarse por

el mismo ligando, la acetilcolina (16).

Respecto a los farmacos que actian sobre los receptores muscarinicos, se
identifica un grupo denominado agonista colinérgico de accion muscarinica,
dentro del cual se halla acetilcolina, metacolina, carbacol, betanecol, muscarina,
pilocarpina y oxotremorina que es de origen sintético (10). Estos farmacos
agonistas tienen una caracteristica, que es su capacidad de ligar a receptores
fisiolégicos o imitar los efectos que ocasionan los compuestos reguladores
enddgenos, teniendo interaccion de forma reversible con su receptor, por lo cual
el efecto es proporcional con el nimero de receptores ocupados y se percibe un

efecto méximo al momento que todos ellos estan ocupados (7).

Los agonistas muscarinicos tradicionales, poseen una selectividad que es limitada
por un determinado érgano o sistema. El efecto que produce sobre el sistema
vascular esta dado por la vasodilatacion que se generaliza a nivel de las arterias y
contraccion a nivel venoso que depende del adecuado estado del endotelio, esto
aplica para la acetilcolina que es un agente vaso relajador endotelio-dependiente,
tal como todos los agonistas muscarinicos mencionados, adicionalmente es el
neurotransmisor enddgeno colinérgico que pertenece al sistema nervioso central

y periférico (12,7).

Los farmacos que tienen efecto a nivel de drgano y bloquean el efecto de la
muscarinica de acetilcolina, es decir que generan una inhibicion de la funcion del
sistema parasimpatico, son llamados anticolinérgicos, antimuscarinicos o

antagonistas colinérgicos (17). Los farmacos antagonistas tienen la peculiaridad
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de unirse al receptor para lograr la inhibicién de la actividad de un agonista, pero
no desencadenan efecto alguno por si mismos. El antagonismo competitivo se
desarrolla cuando se vence el efecto inhibidor la o se supera mediante el aumento
de la concentracion del agonista, finalmente se alcanzara su maximo efecto.
Mientras tanto el antagonismo no competitivo se ocasiona cuando el farmaco
antagonista tiene actividad en un lugar de fijacién relacionado intimamente con el
receptor, pero distinto al sitio de fijacion del agonista, evitando que el receptor en
cualquiera sea su concentracion, tenga la capacidad de producir su efecto

maximo (12,7).

Se conoce la existencia de dos farmacos anticolinérgicos de renombre que son
alcaloides naturales (se extraen de plantas), el mas importante, por su uso clinico
es la atropina, que es extraido de las plantas deominadas Atropa belladona y
Datura stramonium. El otro renombrado alcaloide es conocido como
escopolamina que es obtenida de la Hyoscyamus niger. A partir de estos
alcaloides se derivan otros de tipo sintético, tales como: homatropina, bromuro de
metescopolamina, metilbromuro de escopolamina, metilbromuro de homatropina,

anisotropina, climidio, glicopirrolato, ipratropio y fentonio (17).

Los anticolinérgicos han mostrado tener diversas aplicaciones terapéuticas, como
por ejemplo, el bloqueo de la hiperactividad parasimpatica, en condiciones de
presencia de hiperactividad gastrointestinal y urinaria, cuando se presenta Ulcera
gastroduodenal, en enfermedad respiratoria, medicacion preanestésica,
aplicaciones oftalmicas, depresion del sistema cardiovascular (17).

1.3.3. Factores endoteliales

En 1980 Furchgott y Zawadski (18) indicaron que el endotelio es un regulador de
la vasodilatacion, demostraron que los anillos arteriales pre contraidos podian
relajarse como respuesta a la acetilcolina, solo en caso las células del endotelio se
encontraban intactas, lo cual implica que la respuesta estaba mediada por alguna
sustancia que se deriva del endotelio, Furchgott propuso, en 1986, de que esa
sustancia era el NO.
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1.3.4. Disfuncion endotelial

Hay momentos en los que el endotelio reduce su capacidad vasodilatadora y
aumenta su accién vasoconstrictora (disfuncion endotelial), lo cual lo convierte en
un epitelio lesionado disfuncionante. Separa a los mediadores “erréneos”,
perdiendo su capacidad para mantener su dilatacion, a causa de ello, predominan
las sustancias vasoconstrictoras (endotelina, Angiotensina Il) sobre las
vasodilatadoras (NO, prostaciclina), liberando la segregacion de radicales libres
que ejercen un efecto oxidante en diversos compuestos como, por ejemplo, el

transportador de colesterol de baja densidad (LDL).

A este estado se le denomina como disfuncién endotelial, puede ser cuantificado
experimentalmente mediante la observacion de la respuesta de los vasos
sanguineos a la acetilcolina que, en disfuncion, no dan respuesta con un
incremento del diametro vascular o con el incremento respectivo del flujo
sanguineo sino, que la respuesta se desvanece 0, caso contrario, en situaciones de
gravedad responde con vasoconstriccion gque se conoce como el efecto paraddjico

de la acetilcolina.

El endotelio que muestra disfuncion por hipertension, hiperlipidemia, tabaquismo
o0 diabetes, evidencia un efecto vasoconstrictor paraddjico a la acetilcolina. El
endotelio disfuncionante se transforma en el eje fundamental de muchas
patologias cardiovasculares. De tal forma que se encuentra involucrado dentro del
proceso de ateroesclerosis, de la hipertension arterial, de la disfuncion
microcirculatoria, vasoespasmo, del sindrome isquemia-reperfusion y del
aturdimiento miocardico, proliferacion del masculo liso e hiperplasia de la intima.
También se le reconoce como complice del proceso de inflamacion,

coagulopatias, sepsis y diabetes (19).
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1.3.5. Niveles de alteracién endotelial

e La activacion endotelial, es un fenomeno inicial que ejercita el endotelio
todos los dias, con el objetivo de mantener la homeostasis de las diversas

funciones que regula (20).

e Ladisfuncién endotelial leve, es aquella por la cual los diversos factores de
riesgo modifican la regulacion del endotelio y empieza a imponerse la
produccion de moléculas de adhesion y proinflamatorios, asociada a la
elevacion de las citocinas. Este estadio es potencialmente reversible con el

uso de farmacos que protejan el endotelio (20).

e Finalmente, en la fase de disfuncién endotelial avanzada, se muestra
profundas alteraciones anatémicas y funcionales, favoreciendo los
mecanismos inflamatorios y protrombdticos. Ademas por tratarse de una

etapa mas avanzada, la respuesta terapéutica pierde efectividad (20).
1.3.6. Hipercolesterolemia y arterosclerosis

El colesterol, siendo un componente esencial de las membranas celulares, y
elemento de las lipoproteinas, es también precursor de muchas hormonas y sales
biliares. Cuando se abusa del colesterol alimentario se “produce la
hipercolesterolemia. Asi, por cada 100 mg de colesterol que se introduce al
organismo (1000 calorias) se genera un incremento del colesterol de
aproximadamente 8-10mg/dl. Las lipoproteinas movilizan al colesterol y los
receptores que se hallan en las membranas de las células ingresandolo dentro de
ellas. EI nimero de receptores varia de acuerdo a la necesidad diaria de colesterol
de 5.000 a 50.000. Las grasas saturadas obstruyen a los receptores e incrementan
el grado de colesterol en la sangre. Las moléculas denominadas apoproteinas
cumplen la funcién de unir las lipoproteinas a los receptores. Cuando la
apoproteina se oxida por la accion de los radicales libres, el receptor no puede

reconocerla y en ese instante comienza la génesis de la arteriosclerosis.
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La arterosclerosis, cuyo significado literal es endurecimiento de las arterias, por
otra parte, se refiere al grupo de trastornos que producen el engrosamiento y la
pérdida de la propiedad elastica de las paredes arteriales. Los radicales libres que
se encuentran dispersos por el endotelio disfuncionante son los que oxidan al
transportador de colesterol (LDL), que ingresa a la célula endotelial. La
lipoproteina de baja densidad, atrae monocitos de la sangre circulante que haran
el intento de fagocitarla, los cuales al convertirse en macrofagos atraen células
musculares lisas que se trasladan de la capa muscular hacia la intima (células
espumosas) en la que seran participes en el proceso de fibrosis. La alteracion
funcional, asi como la inflamacion crénica que persiste en la pared arterial, dando

origen a la formacion de la placa ateromatosa.

Se inicia una verdadera lluvia de fuego cruzado entre moléculas biolégicamente
activas, ocasionada por la presencia de la LDL oxidada, asi como la disfuncion
endotelial en la cual todas las células ubicadas en la luz y en la pared del vaso se
convierten en origen y diana; al mismo tiempo gue una gran cantidad de sustancias
generan la produccion de secreciones en cadena que provocan la aproximacion
entre las células, contacto, adhesion y proliferacion. Es resumen, se trata de un
proceso inflamatorio crénico que genera en la pared arterial la aparicion y el
desarrollo de la placa de ateroma, que es un elemento de base de la aterosclerosis
(22).

La placa lipidica que se desarrolla en la pared arterial condiciona que el endotelio
disminuya la produccion de 6xido nitrico, entre otros, y, a consecuencia de ello,
se produce la pérdida de su actividad vasodilatadora. Adicionalmente, se observa
que, a medida que progresa la aterosclerosis se desarrolla una renovada “capa
intima”, la misma que se convierte en una barrera que interfiere la difusion de los
factores relajantes derivados del endotelio. Por tal motivo, las células de los
musculos lisos vasculares van perdiendo la propiedad de respuesta al 6xido
nitrico. El aumento de la LDL genera una baja en la produccion y neutralizacion

del EDRF y de Prostaglandina 12, asi como el aumento de la produccion de
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Endotelina-1 y del Tromboxano A2, todo ello confluye en una hegemonia de la

vasoconstriccion.

A través de estudios se ha podido establecer que se debe determinar el endotelio
disfuncional, previo al proceso del ateroesclerosis. Por lo que queda claro que el
endotelio desempefia un papel relevante en el inicio y las complicaciones de este
hecho. Se ha identificado que la peroxidacion lipidica dentro de las lipoproteinas
que tienen baja densidad (LDL), es el factor desencadenante de la aterogénesis.
Las LDL al momento de que se logra la extraccion de un electron de la grasa
poliinsaturada, se generan radicales libres, ante la falta de sustancias
antioxidantes. Durante todo este proceso, esta presente un denominador comdn,
substrato fisiopatoldgico en todas sus etapas, es la endotelitis, que se produce
desde las etapas iniciales hasta las avanzadas, estableciendo un puente con la
trombosis, un factor que hace evolucionar raudamente a la aterosclerosis y
conduce a sus temidas complicaciones, tales como los sindromes coronarios

agudos y el stroke (19).
1.3.7. Otros marcadores de disfuncién endotelial
1.3.7.1.Estrés oxidativo

Las ERO engloba varias moléculas, que muestran amplios efectos y funciones
celulares. En situaciones fisiologicas, se puede apreciar un equilibrio en la
regulacién de la produccion y eliminacion de las ERO; en cambio, en condiciones
patoldgicas, se presenta un desequilibrio entre la actividad de las enzimas
generadoras de ERO vy su degradacion, lo cual genera un incremento de la
produccién de ERO, desencadenando un estado de EO. Respecto al sistema
cardiovascular, los efectos de los ERO provocan diferenciaciéon y crecimiento
celular, modulacion de la produccién de la matriz extracelular, inactivacion del
NO y estimulacién de algunas cinasas. En conclusion, ha quedado establecido que
las ERO son participes en el desarrollo de la hipertension provocando alteraciones
estructurales y funcionales (22).
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Se ha observado que los pacientes con hipertension presentan una disminucion de
la actividad de enzimas antioxidantes enddgenas a nivel sanguineo y en células
mononucleares, lo cual es un indicador de un incremento de EO en comparacion
con individuos normotensos. Al momento de medir directamente la produccién de
ERO en células de mononucleares, se pudo mostrar que las células aisladas a partir
de pacientes hipertensos mostraban altos niveles de produccion de radicales

superéxidos (22).

Por otra parte, diversos modelos de hipertension muestran un aumento del EO
relacionado tanto a un incremento en la produccion vascular de O2.- (23) como a
una disminucion de la actividad de las defensas antioxidantes vasculares de
enzimas mas importantes, como la SOD, la GPx, la catalasa y barredores de ERO
como vitamina A, C y E (24). No obstante, también se encuentran resultados
contrarios, en los que un incremento en la expresion de las SODs y GPx en aorta
de ratas hipertensas, que es interpretado como un mecanismo adaptativo para
disminuir la elevada produccion de radicales. EI aumento de la produccion de
ERO, también, se ha asociado con un incremento en la expresion y actividad de
enzimas como la XO, NOS o NAD(P)H oxidasa (25). En diversos modelos
animales que presentan hipertension arterial inducida por Ang 1, SHR o0 DOCA-
salt entre otros, se ha observado que la NAD(P)H oxidasa tiene un desempefio
relevante en el desarrollo de la HAS. Ademas, se ha observado en estos modelos
animales que presentan hipertension, un aumento en los marcadores de estrés
oxidativo como malondialdehido (MDA) e isoprostanos. El incremento del EO
contribuye a la disfuncion endotelial y el aumento de la respuesta contractil, el EO
reduce la biodisponibilidad del NO y genera ONOO- (26).

La disfuncion endotelial se considera como un pronosticador temprano de los
eventos cardiovasculares, especialmente en pacientes hipertensos, la disfuncion
endotelial muestra una reduccion en la biodisponibilidad de NO y a un incremento
del EO. EIl endotelio, en condiciones patoldgicas, muestra modificaciones en su
fenotipo mediante procesos de vasoconstriccion, inflamacién y eventos
trombéticos. Esta respuesta anormal se manifiesta en diversos estados clinicos,
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dentro de los cuales se puede mencionar hipercolesterolemia, diabetes mellitus e
hipertension, éstos de desarrollan en ausencia de cambios morfoldgicos en la
pared vascular. La etiologia de estas alteraciones de la funciéon endotelial
involucra multiples factores, y los principales mecanismos no se encuentran
totalmente dilucidados. En la actualidad, existen evidencias relevantes respecto al
gran numero de funciones endoteliales que son susceptibles a la presencia de ERO
y el subsiguiente al EO. Mediante estudios, se ha establecido que el EO puede ser
el culpable del aumento del tono vascular, asi como del aumento de la sensibilidad
a agentes vasoconstrictores; de igual manera influye en la disminucion de la
respuesta vasodilatadora que depende del endotelio. En presencia de EO, el anion
superdxido se ha convertido en el mas estudiado, éste trabaja neutralizando al NO,
al momento de la interaccion con el NO se forma el peroxinitrito, favoreciendo
el efecto vasoconstrictor, por lo cual se concluye que la disminucion de la
biodisponibilidad del NO incrementa el riesgo de que se produzca una disfuncién
endotelial, genera un incremento en la adhesion y agregacion plaguetaria, la
quimiotaxis de monacitos y la proliferacion de las CMLV; por lo cual, finalmente
favorece la aparicion de la HTA, hipertrofia vascular y enfermedad vascular

oclusiva.

La disfuncion endotelial tiene la caracteristica de mostrar un cambio fenotipico y
un incremento en la adhesividad de las células vasculares, que se realiza a través
de la liberacion de moléculas de adhesion como el factor de von Willembrand
(VWEF), intercelular-1 (ICAM-1), las moléculas de adhesion de células vasculares
(VCAM-1) y las E-selectinas. Entre estos, el VWF ha sido el mas extensamente
estudiado de estos productos endoteliales, a nivel plasmatico las moléculas de
adhesion solubles (E-selectinas, ICAM-1, VCAM-1) también mostraron altos

niveles en pacientes hipertensos.

El incremento del EO es ocasionado por una disfuncion producida en el sistema
de transporte mitocondrial de los electrones, la xantina oxidasa, la NAD(P)H
oxidasa, la activacion de neutrofilos, el metabolismo del &cido araquidénico y la
autooxidacion de catecolaminas. Estas especies quimicas tienen gran importancia
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biologica dado que pueden producir una alteracion de la estructura de las
membranas celulares, produciendo dafio en las proteinas intracelulares,
provocando la oxidacion de las lipoproteinas plasmaticas y generando la

aceleracion del envejecimiento celular (27).

La ERO més comun es el anién superoxido, que se genera en células vivas por la
xantina oxidasa, la NAD(P)H oxidasa, el citocromo P450 microsomal y las
enzimas mitocondriales que integran la cadena encargada del transporte de
electrones. La autoxidacién de la hemoglobina da como resultado la generacion
de O2.- ,también es generado mediante las reacciones de algunas moléculas con
el oxigeno (adrenalina, dopamina, tetrahidrofolato, citocromos y por células en
que se suscita el mecanismo de la fagocitosis como los polimorfonucleares
neutrofilos, monocitos, macrofagos), asi como los iones metalicos que son parte
de los elementos de transicion, particularmente cuando se les encuentra en el
estado reducido, son propensos de sufrir una autoxidacion a la vez que

transforman la molécula de oxigeno en O2-.

El H202, a pesar de no ser un radical libre, es considerado una de las especies
reactivas de oxigeno que posee la capacidad de generar un radical libre reactivo
en extremo, como es al hidroxilo (OH) en presencia de iones metalicos como Fe2+
Cu+ 6 Mn+ mediante la reaccion de Fenton. Estos iones, al estado reducido,
también tiene la propiedad de catalizar la reaccion entre el H202y el anion
superdxido, cominmente conocida como la reaccion de HaberWeiss (27). Es
importante tener en cuenta que los iones metalicos que poseen los elementos de
transicion tienen la capacidad de catalizar estas reacciones quimicas solo en el
momento en que se encuentran libres. Por tal motivo, una manera de controlar este
efecto es mediante la formacion de complejos con sustancias quelantes, por cuyo

intermedio se previene la formacion de radicales libres.

El endotelio es un tejido que posee alta sensibilidad al dafio que producen los
radicales libres, afectando a lipidos, proteinas y ADN. El dafio se puede inducir

tanto por las ERO o de nitrdgeno, como el peroxinitrito. La hipertension presenta
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asociacion con una elevacion de las ERO y frecuentemente también con un
deterioro de los mecanismos antioxidantes endogenos (28). En ratas que presentan
hipertension espontanea, se ha reportado un incremento de ERO en la pared
vascular, corazén y rifién, tales como H20, O2-, y marcadores de oxidacion tales
como F2-isoprostanos, malondialdehido (MDA), asi como sustancias reactivas
del &cido tiobarbiturico (28).

1.4.Presion arterial
1.4.1. Factores que determinan la presion arterial

La presion arterial (PA) se determina en base a dos factores: el gasto cardiaco y la
resistencia periférica total. La modificacion producida en estos dos factores genera
cambios relevantes en el nivel de la PA. La regulacion de la PA se determina por
la accién del sistema nervioso autonomo y los centros que regulan la actividad
cardiovascular del sistema nervioso central, los factores vasodilatadores y
vasoconstrictores, asi como el rifion. Cada uno de estos sistemas tiene diferentes

reacciones de acuerdo a la forma y tiempo (29).
1.4.2. Hipertension arterial

La hipertension arterial sistémica (HTA) es una patologia ocasionada por
multiples factores, se caracteriza por el aumento constante de la presion arterial
sistolica (PAS), la presion arterial diastélica (PAD) o ambas, en ausencia de
enfermedad cardiovascular renal o diabetes >140/90 mmHg [NOM-030-SSA2-
2009]. De acuerdo al Séptimo Informe del Joint National Comitée sobre
prevencion, deteccién, evaluacion y tratamiento de la hipertension arterial ha
presentado una calificacion de los valores de la presion arterial en adultos mayores
de 18 afos, a quienes no se administre medicacion antihipertensiva y que no

padezcan de enfermedades agudas simultaneas a la toma de presion arterial (30).
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Tabla N° 2:
Valores de presion arterial sistémica. Valores que
corresponden a la presion arterial sistolica (PAS) /

presion arterial diastolica (PAD) para adultos mayores

Categoria PAS PAD
Normal <120 mmHg <80 mmHg
Elevada <120-129 mmHg <80 mmHg

HIPERTENSION
Estado 1 130-139 mmHg 80-89 mmHg
Estado 2 >140 mmHg >120 mmHg

Nota. Tomado de Norma Oficial Mexicana NOM-030-SSA2-2009 (30).

1.4.3. Epidemiologia

Factores que permiten la medicion de las cifras de presion arterial, el incremento
de la presion arterial en relacion con la edad y la prevalencia de hipertension,
muestran variaciones de un pais a otro y entre subpoblaciones que viven en un
mismo pais. La hipertension se encuentra presente en todas las poblaciones, a
excepcion de un pequefio nimero de sujetos que habitan en sociedades primitivas
gue conservan un aislamiento cultural. En las sociedades mas industrializadas, la
presion arterial muestra un incremento en forma lenta y sostenida durante los
primeros dos decenios de la vida. Respecto a los nifios y adolescentes, se ha
observado que acompafa al crecimiento y la maduracién. La presion arterial va
aumentando gradualmente con el transcurso del tiempo en nifios, adolescentes y
adultos jovenes. En la poblacién de Estados Unidos, se ha visibilizado que la
presion arterial sistolica promedio es mayor en los varones que en las mujeres en
los inicios de la edad adulta, se observa también que, en los sujetos de mayor edad,
el progreso del incremento de la presion arterial en relacion con el envejecimiento
es mas marcado en mujeres. Consecuentemente, en personas de 60 afios y de
mayores edades, las presiones sistdlicas tienen mayores indices en mujeres que en
varones. La poblaciéon en edad adulta, también presenta un incremento en la
presion diastolica en forma progresiva hasta que la edad promedio de 55 afios,
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fecha posterior a la cual, tiene tendencia a disminuir. A consecuencia de ello, se
muestra la presencia de un ensanchamiento de la presion diferencial o del pulso
(diferencia entre la presion arterial sistélica y diastolica) pasados los 60 afios. La
estadistica muestra de que la probabilidad de que una persona con edad avanzada,

pueda desarrollar hipertension durante toda su existencia es de 90% (2).

Los factores ambientales y los genéticos tienen influencia en las variaciones que
se muestran a nivel regional y racial en la presion arterial y la incidencia de la
hipertensién. Los datos mediante estudios realizados en sociedades sometidas a
aculturacion y de personas que migran de un entorno menos urbanizado a otro mas
urbanizado, muestran evidencia de que el entorno contribuye profundamente en
la presion arterial. La obesidad y el sobrepeso, son factores que influyen
poderosamente sobre el riesgo de sufrir hipertension. Los calculos muestran que
60% de los hipertensos tienen sobrepeso. Existe entre la poblacion, la prevalencia
de que la hipertensién se encuentra vinculada con la ingestién de cloruro de sodio
en los alimentos, que cuando se consume en exceso, puede elevar
significativamente el incremento de la presion arterial con el paso del tiempo y
por el envejecimiento. ElI consumo de muy pocas cantidades de calcio y potasio
en los alimentos, contribuye de la misma manera al riesgo de que se acentue la
hipertensién. La proporcion sodio/potasio en la orina constituye un factor de
correlacion de mayor peso en la presion arterial, que cuando ambos participan
individualmente. Otros factores que contribuyen a la hipertension son el consumo
de alcohol, el estrés psicosocial en el que se vive y los bajos niveles del ejercicio
fisico (2).

La adopcidn, la condicion gemelar y estudios familiares corroboran que, respecto
a los datos sobre la incidencia de la presion arterial y la hipertension existe un
notorio componente hereditario. Estudios en familias en las que se hizo control
del entorno comuan, mostraron que las posibilidades de heredar la presion arterial
estan en limites de 15 a 35%. En estudios de hermanos gemelos, la posibilidad de
heredar la presion arterial es cercana a 60% en varones y 30 a 40% en mujeres. El
incremento en los indices de la presidn arterial antes de los 55 afios se muestra que
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hay una frecuencia 3.8 veces mayor en personas con un antecedente familiar

positivo de hipertension (2).
1.4.4. Fisiopatologia de la hipertension
1.4.4.1.Alteraciones vasculares: endotelio y musculo liso vascular

Las propiedades mecanicas que muestra la pared arterial son de importancia en la
regulacion de la presion arterial, al examinarlas, se contribuye en la ampliacion
del conocimiento de la enfermedad hipertensiva (2). Las arterias con propiedades
elasticas o de conduccion se encuentran adaptadas para cumplir la funcién de
amortiguadores de las variaciones de presion, lo cual reduce el flujo pulsatil del
corazon y permite un flujo sanguineo constante. Al momento que se produce la
sistole, la sangre se impulsa por el ventriculo izquierdo directo hacia la arteria
aorta, de manera que se proyecta contra la pared arterial con una gran fuerza. Se
ha determinado que, si el tejido de la aorta no fuera flexible, la sangre que es
expulsada del corazén alcanzaria una velocidad enorme, no sélo en la aorta, sino
también en partes mas distales del arbol vascular, lo cual provocaria que la sangre
viaje a gran velocidad, generando un desgaste en las paredes arteriales vy,
adicionalmente, generando un dafo a los elementos formes de la sangre. Sin
embargo, el tejido de la aorta y el de otras grandes arterias poseen una gran
capacidad elastica gracias a que presentan las laminillas elasticas que conforman
parte de la pared, estas fibras elasticas toman parte en la regulacion de la PA,
puesto que almacenan temporalmente la energia que se produce por la contraccion
del corazon al momento de la sistole. Al momento de la diastole, la liberacion de
esta energia logra que la aorta pueda regresar a su tamafio original propulsando la
sangre contenida. De tal forma, que estas variaciones de presién que se produce
en las arterias durante el ciclo cardiaco presentan una amplitud relativamente
pequefia y distalmente resultan en un flujo continuo (8). Este flujo continuo puede
verse afectado si se producen alteraciones en la elasticidad de los vasos de
conduccion. Ademas, una pérdida de las propiedades elasticas en la aorta, pueden

producir un incremento de la presion de salida, lo cual contribuye al desarrollo de
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hipertension arterial. Estas pérdidas de elasticidad también tienen relacion con el
incremento de la presion arterial durante el envejecimiento, en el que se producen
fragmentacion y calcificacion de la elastina y fibrosis vascular por la acumulacién
de colageno (8). Adicionalmente, a medida que la pared muestra mayor
endurecimiento, se requiere de mayor energia para mantener el gasto cardiaco y
se produce un aumento en el consumo de oxigeno por el miocardio, lo que produce

una hipertrofia de la pared del miocardio.
1.5.0xido nitrico (NO)

Dentro de las caracteristicas del NO, se tienen las siguientes: es un gas inestable,
liberado de una forma pulsétil, es muy labil, contiene un electrén que no esta pareado
y tiene una vida media que dura aproximadamente seis segundos y es el mediador
mas importante que se presenta en la relajacion vascular. La sintesis del NO esta
mediada por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), enzima a cargo de sintetizar NO
y Lcitrulina a partir de L-arginina; para lo cual, se requieren los siguientes cofactores
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato [NAD(P)H], flavin adenin dinucledtido
(FAD), flavin mononucleétido (FMN), tetrahidrobiopterina (BH4) y CaM (31). Ante
la existencia de un deéficit de sustrato u oxidacion de cofactores como BH4, esta
enzima 6xido nitrico sintasa puede generar anion superéxido (O2.-) o peroxido de
hidrégeno (H202). A su vez, la interaccion entre NO y O2 — provocando la formacion

de peroxinitrito (ONOO-), que es una especie altamente reactiva (31).

El NO se puede sintetizar por 3 diferentes isoformas del NO sintasa del 6xido nitrico
neuronal (NNOS), la sintasa del éxido nitrico inducible (iNOS) y la sintasa del éxido
nitrico endotelial (eNOS). Las isoenzimas, la NNOS y la eNOS tienen el nombre de
constitutivas, y ambas dan respuesta a los agonistas bradicidina y acetilcolina (ACh)
gue generan un aumento en la concentracion de Ca2+ intracelular., estas isoenzimas
producen NO por pequefios periodos de tiempo. La isoforma inducible (iNOS) se
expresa en macrofagos y las células del endotelio, en repuesta a procesos
inflamatorios, sintetizan mas NO que las sintasas constitutivas, produciéndolo de una
manera constante y por extensos periodos de tiempo. La sintesis de NO depende
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también de la unién de la NOS a la CaM, para cuyo fin requieren un incremento en la
concentracion de Ca2+ intracelular. Existe otro mecanismo fisiol6gico importante
que se encarga de la produccion de NO, éste es la fuerza de roce que ejerce el flujo
sanguineo al circular por los vasos. Otra caracteristica del NO es que es liposoluble y
atraviesa las membranas celulares, es decir el NO difunde del endotelio a las células
del MLV adyacente de esta manera activa a la enzima GSc, provocando un aumento
de los niveles celulares de GMPc, que provoca una disminucion de la concentracion
de Ca2+, elemento necesario para la interaccion de las proteinas contractiles, por lo

cual produce vasodilatacion.

La funcion endotelial puede ser evaluada de forma indirecta a través de la
determinacion de la relajacion dependiente del endotelio, que esta referida a la
capacidad que posee el endotelio de liberar sustancias vasoactivas que actuan sobre
las células del MLV, como respuesta a los estimulos como la acetilcolina. Esta
actividad se debe a la produccion de NO, la produccién de NO a nivel endotelial es
controlada por la eNOS, enzima que se encuentra sometida a una regulacién tanto de
tipo transcripcional, asi como postranscripcional, la region que promueve el gen que
codifica para esta enzima presenta diversos elementos desde los de respuesta a
condiciones de flujo (shear stress response element, SSRE), hasta aquellas regiones
que son potencialmente mediadoras de regulacién por niveles de colesterol, lo que
brinda una idea de lo complejo que se muestra su regulacion. La disminucion de la
dilatacion que depende del NO se considera la manifestacion mas temprana de la
disfuncion endotelial, la cual se produce anteriormente a que se aprecien alteraciones
morfologicas y se considera como la primera funcién que mejora con ciertos
tratamientos farmacologicos. El efecto antiproliferativo del NO parece que se
encuentra relacionado con la represién producida por el NO de la transcripcion de
genes como la ciclina A, un regulador clave de la transicion entre la fase G1 y S de la
fase de replicacion del ADN del ciclo celular. EI NO también regula la integridad del
endotelio de forma coordinada con el factor de crecimiento endotelial vascular, por
ello el NO es considerado como el sensor mas sensible y especifico para evaluar la
funcion endotelial (32).
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Por tal motivo, en base a la fisiologia, es fundamental la liberacion de NO, el cual
logra que se mantenga el tono del MLV, regulando la distribucidn del flujo sanguineo
en los lechos vasculares y tiene participacion en la regulacion necesaria para la
resistencia periférica contribuyendo, de esta manera, al control de la presion arterial.
Adicionalmente, el NO posee propiedades vasoprotectoras y antiateroscleroticas,
puesto que inhibe la agregacion y adhesion plaguetaria en la pared vascular (32). En
el endotelio, este mediador sintetiza mediante la accion de la eNOS, tanto en
condiciones basales como tras su activacion por diversos agonistas o por el
rozamiento producido por el flujo sanguineo. Se ha demostrado que el NO participa
en larelajacion dependiente de endotelio inducida por bradicinina y ACh en diferentes
lechos vasculares (23). Asimismo, modula las respuestas vasoconstrictoras inducidas
por diferentes agonistas, como fenilefrina y noradrenalina (32). Una vez que se
sintetiza, el NO difunde a la capa media sobre la cual produce vasodilatacion mediante
mecanismos, dependientes e independientes de GMPc. Por un lado, el NO activa la
guanilato ciclasa soluble (GCs) y la subsiguiente produccién de GMPc, que es el
principal mecanismo intracelular, por tal motivo, el NO produce un buen nivel de
relajacion. Este activa a la PKG que gatillara diversas reacciones de fosforilacion que
en UGltima instancia generan la relajacion de las células del MLV, lo cual es
consecuencia de la disminucion de Ca2+ intracelular y se reduce la sensibilidad al
Ca2+ de la maquinaria contractil. También el NO provoca relajacion por activar
directamente canales de K+ mediante la hiperpolarizacion de la membrana, lo cual
conduce a una inhibicion de la entrada de Ca2+ en el espacio extracelular mediante

los canales de Ca2+ que dependen del voltaje (32).
1.5.1. Fuentes farmacoldgicas y enddgenas del 6xido nitrico

El 6xido nitrico, derivado del endotelio es determinante como lo hemos dicho, del
tono vascular. Quimicamente es un radical gaseoso libre muy reactivo y altamente
lipofilico, que puede ser formado tanto por sintesis enddgena esto es, catalizado
por un tipo de la enzima 6xido nitrico sinteasa (NOs), 0 como consecuencia del
metabolismo de drogas nitrato vasodilatadoras organicas. Estas drogas, las cuales

incluyen agentes cardiovasculares tan importantes como la nitroglicerina,
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dinitrato de isosorbide y nitroprusiato de sodio son degradadas para formar NO
por modelos enziméticos y no enzimaticos pobremente entendidos. EI NO ha
tenido un rol importante en terapias cardiovasculares por cientos de afios, asi la
nitroglicerina y drogas de nitrato organico fueron usadas en el tratamiento de la

angina de pecho desde inicios del siglo XX.

En 1950, los farmac6logos descubrieron que la nitroglicerina y las drogas de
nitrato organico relajaban a las células del musculo liso de diversos tejidos
incluyendo los vasos pulmonares y del intestino. Mas tarde en 1970, se descubrio
que esas drogas eran productos que al ser degradados en el organismo, daban

como resultado un metabolito activo que no era otro que el 6xido nitrico.

Otros estudios, demostraron en 1980 que el NO también era sintetizado por
poblaciones neuronales especificas en el cerebro, por lo que se propuso su rol
como neurotransmisor. Asi, en 1991 y 1992 diferentes laboratorios aislaron una
familia de enzimas (NO sinteasas) que elaboran NO, las cuales fueron purificadas,

clonadas y caracterizadas en tres distintos tipos de NOs.
1.5.2. Mecanismo de accion

El 6xido nitrico difunde libremente desde el citoplasma de las células endoteliales
hacia las células vecinas musculares lisas, en las que penetra por difusion simple.
Una vez en la célula muscular, actia directamente sobre la enzima guanilato
ciclasa soluble, responsable de la formacion de la guanosina monofosfato ciclico
(GMPc), a partir del GTP. Este mecanismo es diferente a otras moléculas que
previamente deben unirse en forma especifica a un receptor de membrana. El
tiempo de accion del NO es fugaz, ya que subsiste solo 5 a 10 segundos antes de

ser oxidado a nitritos y a nitratos.

El GMPc generado actlia como segundo mensajero dentro de la célula muscular,
inactivando via fosforilacién, a la kinasa de la cadena ligera de la meromiosina
(MLCK), gracias a una proteina kinasa dependiente de GMPc. La MLCK inactiva,

no permite la fosforilacién de la cadena ligera de miosina, condicién previa
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indispensable para que se desplace la actina sobre la miosina durante la

contraccion produciéndose en su lugar, relajacion muscular.

La acetilcolina (ACh), neurotransmisor del sistema parasimpatico, actua a nivel
de la aorta como un agente vasodilatador a través de sus receptores muscarinicos
del tipo Ms. Esta bien establecido, que el complejo ACh-receptor difunde por el
plano de la membrana y toma contacto con la subunidad o de una proteina G
especifica. La subunidad a se disocia de las otras subunidades (3 y y), difunde por
la bicapa hasta unirse y activar a la fosfolipasa C, esta ltima, hidroliza al
fosfatidilinositol difosfato (PIP2) produciéndose dos metabolitos. Uno la cabeza
polar del fosfolipido denominado inositol trifosfato (IP3) mientras que el resto de
la molécula permanece en la hoja interna de la bicapa como 1,2 diacilglicerol
(DAG).

El IPs induce la apertura de canales de calcio presentes en el reticulo endoplasmico
de la célula endotelial. EI aumento de la concentracidon citosdlica de este ion, le
permite unirse a la proteina calmodulina, que al cambiar de conformacion, es
capaz de activar a la NO sintasa constitutiva, produciéndose finalmente 6xido

nitrico.

Hasta donde hoy se conoce, es la via del NO la que utiliza la ACh para su efecto
vasodilatador. Es importante igualmente reconocer, que sus efectos difieren, de
acuerdo con el lecho vascular: Asi, en la arteria aorta, la ACh promueve una
respuesta relajante tal como lo sefialamos anteriormente, siempre y cuando el
endotelio este intacto; sin embargo, el efecto se transforma en una
vasoconstriccién paraddjica en aortas de pacientes con enfermedad

ateroesclerotica (disfuncion endotelial) (3).
1.5.3. Déficit de la sintesis enddgena del 6xido nitrico

Un déficit en la sintesis enddgena del NO es responsable de enfermedades como
la hipertension arterial esencial o la enfermedad coronaria. A nivel respiratorio, se

ha demostrado una disminucion en la produccion de NO por parte del endotelio
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pulmonar, en casos de hipertension pulmonar hipoxica, en la hipertension presente
debido a enfermedades pulmonares obstructivas crénicas, en la fibrosis quistica

como también en pacientes con sindrome de Eisenmernger.

En la insuficiencia renal cronica, la acumulacion de inhibidores enddgenos de la
sintesis del NO, contribuye a la hipertension arterial junto a la deplecion de las
defensas propias de estos pacientes. Se ha demostrado igualmente, que existe una
disminucion en la sintesis de oxido nitrico en los vasos umbilicales de las

pacientes que presentan hipertension inducida por el embarazo.

De igual manera, el NO representa un papel muy relevante en la ereccion peneana,
por lo tanto, la impotencia masculina podria deberse a una disminucién en la
sintesis de Oxido nitrico por esos vasos sanguineos. Por otro lado, en enfermedades
tales como el hipercolesterolemia familiar y la diabetes mellitus, se ha demostrado

la presencia de disfuncion endotelial.

En el tracto gastrointestinal, la liberacion de 6xido nitrico por las terminaciones
no adrenérgicas, permite la adaptacion a la dilatacion gastrica, diferenciandose de

las enfermedades con déficit en la enzima 6xido nitrico sintasa.
1.6.0xido nitroso N20O
1.6.1. Origen

El oxido nitroso, protdxido de nitrogeno o gas hilarante que es el gas anestésico
mas antiguamente empleado. Fue descubierto por Presley en el afio 1776, hasta
que se descubrieron sus propiedades anestésicas en 1844. Acontecié que cuando
salia de un famoso circo, el Barnum, en la ciudad de Boston, el dentista
norteamericano Horacio Wells se encuentra con una persona que inhalaba el
famoso gas de la risa (era el 6xido nitroso). El sujeto se encontraba en pleno
ataque de risa, cuando tropieza con unasilla y se lastima fuertemente en una pierna
sin mostrar ningdn signo de dolor. Al siguiente dia, el astuto dentista le pide a un

colega que le extraiga una muela mientras aspira algo de gas hilarante. La
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operacion culmina sin ningun tipo de dolor y no genera complicacion alguna.
Horacio Wells inicia una serie de experimentos, con gran éxito y con el fin de
demostrar a la comunidad cientifica, su descubrimiento. Lamentablemente, al
momento de llevar a cabo una extraccion pablicamente, algo se sale de control, al
parecer hubo una mala regulacién en la administracion del gas y el paciente se
levanta profiriendo terribles alaridos. Fue el dentista de Boston, William Murton,
quien, en dos afios posteriores a este hecho, se llenaria de éxito al lograr la primera
cirugia sin dolor utilizando el 6xido nitroso frente a un grupo de médicos
reconocidos. A partir de esta demostracion, muchos de los principales laboratorios
farmacéuticos se dedicaron a investigar las propiedades anestésicas de diversos

gases y liquidos volatiles (3).
1.6.2. Quimica

Identificacion

El Oxido Nitroso es un gas volatil

Composicion

Su férmula quimica es N20

Formas de Adulteracion

Debido a que no existe un mercado negro de este producto, adquirirlo en
establecimientos farmacéuticos garantiza que no hay posibles formas de

adulteracion
1.6.3. Farmacocinética

El 6xido nitroso (N20) es muy insoluble en la sangre y otros tejidos y ello permite
la distribucion de equilibrio rapido y concentraciones anestésicas en alveolos y
logra la induccion répida de la anestesia y la recuperacion acelerada del
conocimiento, una vez que se interrumpe su administracion. La captacion rapida
de Oxido nitroso de gas alveolar permite concentrar los anestésicos halogenados
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administrados simultaneamente; dicho efecto (de “segundo gas”) acelera la
induccion de la anestesia. Una vez que se interrumpe la administracion del 6xido
nitroso, este gas difunde de la sangre a los alveolos y diluye el oxigeno en los
pulmones, situacion que puede generar un efecto llamado hipoxia por difusion.
De todas maneras, aun para producir grados menores de anestesia la mezcla del
gas debe realizarse con oxigeno y no con aire que contiene demasiado poco
oxigeno para evitar la hipoxia. Practicamente todo el oxido nitroso absorbido

(99.9 %) se elimina sin cambios por los pulmones (3).
1.6.4. Usos Clinicos

El éxido nitroso es un anestésico débil que posee notables efectos analgésicos,
produciendo una buena amnesia y analgesia. La profundidad de la anestesia
quirurgica se alcanza solamente en situaciones hiperbaricas. A diferencia de ello,

se logra la analgesia en concentraciones incluso de 20%.

El 6xido nitroso se utiliza a menudo en concentraciones cercanas a 50% para

obtener analgesia y sedacion leve en técnicas odontoldgicas ambulatorias.

No se puede utilizar en concentraciones mayores 80% porque limita el aporte
adecuado de oxigeno; ante tal limitacion el Oxido nitroso se usa como

complemento de otros anestésicos por inhalacién o IV.

El 6xido nitroso es el més inocuo de los anestésicos generales si se emplea con

suficiente concentracion de oxigeno y no posee practicamente contraindicaciones
1.6.5. Efectos psicologicos y fisioldgicos

Mediante la aplicacion de pequefias dosis del éxido nitroso, se producen efectos
psicologicos tales como la supresion de la sensacion de dolor y la caracteristica
hilaridad. La persona que lo consume, puede mostrar un rostro sonriente presentar
un ataque de risa incontrolable. Con dosis medianamente intensas, que se
suministran mediante aspiraciones mas profundas, se puede experimentar una

primera etapa en la que se muestra excitacion cordial, tal como sucede con las
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bebidas alcohdlicas, que seguidamente se transforman en sedacién y sopor. Usado
para fines extra-médicos, el usuario pretende lograr ambos efectos; el primero le
brinda audacia y el segundo afecta sus pensamientos, lo cual se asocia con la

pérdida del sentido critico.

Los efectos fisioldgicos que produce este farmaco son similares a los de otros
anestésicos inhalables: reducen la presion arterial, el ritmo cardiaco y respiratorio,
afecta también la circulacion hepatica y renal. La toxicidad producida por el 6xido
nitroso proviene de inhibir la produccién de globulos blancos en la médula espinal
(33).

1.6.6. Receptores Adrenérgicos

El funcionamiento del sistema simpatico seria imposible si no existiera la
participacion de moléculas con la capacidad de reconocer la estimulacion que
presenta el medio ambiente, estas moléculas son denominadas como receptores
adrenérgicos, Estos se clasifican como glicoproteinas, puesto que siempre se
hallan localizadas en la membrana celular (3) y que dan respuesta a los agonistas
adrenérgicos fisiologicos noradrenalina y adrenalina formando parte de la gran
familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR) las 5 cuales enlazan
guanosina trifosfato (GTP), de esta manera quedan activadas (34).

1.6.7. Subfamilias de Receptores Adrenérgicos

Los receptores adrenérgicos se clasifican en dos grandes familias o tipos, éstos
son los receptores alfa adrenérgico (aAR) y los receptores beta adrenérgicos
(BAR). Cada familia de receptor adrenérgico esta subdividida en, al menos, 2
subtipos. De tal forma que los receptores o se subdividen en ol ya2 y los BAR se
subdividen en B1, B2 y B3; finalmente, se considera una subdivisién de los
subtipos o AR dividiendo los al en alA, alB y alD, mientras que los a2se
dividen a2A, a2B, a2Cy a2D (35).
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Figura N° 2
Clasificacion de los receptores adrenérgicos, se remarca en color azul los

receptores beta adrenérgicos, tema de estudio de este trabajo.
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Nota. Tomado y modificado de Woodcock (35).
1.6.8. Receptores Beta Adrenérgicos

Los GPCR tienen la caracteristica estructural comun de tener 7 regiones
transmembranales, lo cual permite la formacion de tres horquilla o loops fuera de
las celulas y tres dentro de las celulas, estas horquillas tienen importancia porque
es ahi donde se encuentran sus lugares de regulacion, por ejemplo, en la tercer
horquilla extracelular se presenta el lugar de union al ligando y en la tercer
horquilla intracelular se encuentra el lugar de unién a la proteina G, ésta puede ser
de diferentes clases que dependen de la funcion que sea necesario realizar,
pudiendo ser Gs 0 Gq para efectos excitatorios o Gi para efectos inhibitorios (36).

Los tres subtipos de BAR se diferencian entre si debido a sus caracteristicas
estructurales y farmacoldgicas, éstas se encuentran distribuidos de manera amplia
en el organismo, en el cual llevan a cabo diferentes funciones que dependen del
tejido en el cual se encuentren; En forma general se considera que el subtipo B1

es encontrado principalmente en el corazén, ocasionando efectos excitatorios
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tales como el aumento en la frecuencia y aumento en su fuerza de contraccion, el
subtipo B2 predomina en el muasculo liso vascular causando vasodilatacion vy,
finalmente, el subtipo B3 predomina en el tejido adiposo (3), para tener una vision
maés detallada de la distribucién y funcién de estos receptores ver la tabla 3 que se

presenta a continuacion:

Tabla N° 3:
Predominio y funcién de los subtipos de receptores beta adrenérgicos en

diversos 6rganos y tejidos del organismo.

Estructura XEBElF Efecto
predominante
Mdsculo liso B2 Relajacion
Endotelio Ba>2 Liberacién de 6xido nitrico
Efecto inotropico positivo
Corazon B1 — —
Efecto cronotropico positivo
Higado (Hepatocitos) B, Aumento de gluc,oger_\oI|S|s y
gluconeogénesis
Musculo esquelético B2 Captacmp de potasio y
glucégenolisis
Islotes de Langerhans (células beta) B2 yPrto en Ia_secremon de
insulina
’ . Estimulo de sintesis de
Gléandula pineal B1=2 melatonina
Adipocitos B3 Lipolisis y termogeénesis

Nota. Tomado de Gilman y Goodman (3).

1.7.Antecedentes de la Investigacion

Hai-Yan et. al. (37), en el articulo “La via de dos enzimas vincula la | -arginina con
el oxido nitrico en la biosintesis de N —nitroso” plantean que el éxido nitrico (NO)
tiene una amplia variedad de funciones en biologia, pero se sabe menos sobre su
funcion en la creacion de diversidad quimica. Se informa una nueva ruta hacia el NO
desde la via biosintética hasta el compuesto N -nitroso estreptozotocina. Se muestra
que el grupo N -nitroso de la estreptozotocina proviene del re ensamblaje biosintético
de la | -arginina, con los nitrdgenos guanidina formando un enlace nitrégeno-
nitrégeno. Para comprender este proceso biosintético, se identifico el grupo de genes
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biosintéticos de estreptozotocina y demostramos que la | -arginina libre es N -metilada
por StzE para dar N ©® -monometil- l-arginina. Se muestra que este producto luego es
oxidado por StzF, una enzima dependiente de hierro no hemo no relacionada con las
sintasas de Oxido nitrico conocidas, generando un compuesto de urea y NO. El trabajo
implicé que la formacion y captura de NO es la ruta probable para la formacién de N-
nitroso in vivo. En conjunto, el trabajo revela un nuevo par de enzimas para la
produccién de NO a partir de l-arginina y sienta las bases para comprender las rutas

biosintéticas a los productos naturales de N -nitroso.

Pirahanchi et al. (38) en su articulo El factor relajante derivado del endotelio (EDRF)
es un vasodilatador endogeno que las células endoteliales producen y luego liberan
en respuesta a varios cambios en los cambios fisioldgicos y fisiopatoldgicos normales.
EDRF hace que el masculo liso vascular se relaje, ya que activa la guanilato ciclasa
soluble y, posteriormente, aumenta el monofosfato de guanilato ciclico en el masculo
liso vascular. EI EDRF estéa estructuralmente en forma de 6xido nitrico (NO) o de un
compuesto que contiene 6xido de nitrogeno. EDRF se forma a partir de L-arginina
por una enzima que depende de calcio-calmodulina y NADPH. EDRF sirve como
inhibidor de la agregacion y adhesién de las plaquetas y es un vasodilatador. EDRF
también sirve como segundo mensajero para la activacion de la guanidil ciclasa y la

produccién de GMP ciclico. La funcion, la fisiopatologia y la funcion de EDRF.

Moreno y Paz (39) en el articulo Efecto Vasodilatador Mediado por Oxido Nitrico del
Extracto Hidroalcoh6lico de Zea mays L. (maiz morado) en anillos adrticos de rata,
tienen como objetivo analizar la respuesta vasodilatadora e inhibidora de la
vasoconstriccion del extracto hidroalcohdlico de Zea mays L. (maiz morado) y
establecer si esta respuesta se encuentra mediada por 6xido nitrico (NO). Se logré
obtener un extracto de las corontas de maiz morado, que se maceraron durante ocho
dias en etanol al 70%, y posteriormente se realizé la concentracion del producto. Se
realizé el trabajo con anillos aérticos de rata en cdmara de érganos aislados, que fue
bafiada con solucion Krebs-Hensleit (K-H) y se realiz6 un registro de la actividad
vasomotora con un transductor de tensién isométrica. Se produjo una contraccion
basal con KCI 120 mM respecto a la cual determiné el efecto vasodilatador de tres
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dosis del extracto: 0,1; 0,5y 1,0 mg/mL. Se utiliz6 L-NG-Nitroarginina metil ester
(L-NAME) para realizar la comprobacion de que la vasodilatacion depende del 6xido
nitrico sintasa (NOs). seguuidamente, se hizo una comparacién de la inhibicion de la
contraccion vascular tras la incubacion durante 30 minutos, con extracto de maiz
morado y captopril 10-5 M. En los resultados se pudo observar una reduccion de la
contraccion méxima (100%) a 85,25 + 2,60%, 77,76 + 3,23% y 73,3 + 4,87%, al
aplicarse las dosis de 0,1; 0,5 y 1,0 mg/mL, respectivamente. La vasodilatacion se
inhibio por la incubacidon previa con L-NAME. El extracto de maiz morado no pudo
inhibir la contraccion vascular, a diferencia del captopril (reduccion a 75,27 + 8,61%).
Se concluye que el extracto hidroalcoholico de Zea mays L produce la vasodilatacion

dependiente de la sintesis de NO.

Marchio (40) en su tesis doctoral “Efecto del entrenamiento fisico sobre los factores
endoteliales en el sistema arterial de conejo” presenta como objetivo de la
investigacion, estudiar el efecto que produce el entrenamiento fisico sobre la respuesta
vascular y la funcion endotelial, haciendo un énfasis en la manera como participan los
factores relajantes que se derivan del endotelio. Para la ejecucion de la investigacion,
se usaron muestras de conejos macho, raza White New Zealand (Oryctolagus
cuniculus) que tenian un peso promedio inicial de 2000 + 110 g y un peso promedio
final de 3500 £ 350 g, tabulados en la Unidad Central de Investigacion de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Valencia. La etapa experimental se llevo a cabo
entre el afio 2009 y el afio 2014 respecto a un total de 97 especimenes. Estos animales
se dividieron en dos grupos, uno que no fue entrenado y otro que fue sometido a una
rutina de entrenamiento fisico (104). Todos los especimenes se estabularon en celdas
individuales y se alimentaron ad libitum con pienso y agua. Antes de ser sacrificado,
a cada conejo se le extrajo una muestra de sangre de la vena marginal de la oreja, las
muestras se recolectaron en tubos con EDTA para realizar la determinacién
plasmética de NOx, de L-arginina y de ADMA. Las muestras fueron centrifugadas
por un lapso de 10 minutos a 2000 rpm Y el plasma se almacené a -20°C hasta que
fue utilizado para las determinaciones bioquimicas. EI procedimiento fue
experimental. Al término de la investigacion, se lleg6 a la conclusion de que en la
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arteria cardtida, el ejercicio fisico cronico disminuye la relajacion a la acetilcolina por
disminuir la biodisponibilidad de NO. Este efecto puede ser compensado,
probablemente con cambios estructurales efectuados en el musculo liso que generan

una disminucion de su capacidad contractil.

Del Castillo (41) en su tesis doctoral “Incremento de la relajacion no dependiente del
endotelio por efecto del estradiol sobre la actividad del ion calcio en anillos aorticos
de rata con disfuncion endotelial” desarrolla su interés cientifico respecto al papel de
las hormonas sexuales en la aparicién o en la inhibicidn de las diferentes etapas de la
aterogénesis. La disfuncion endotelial es un procedimiento acelerado, que se presenta
desde el inicio de la ateroesclerosis y, participa en su evolucion y complicaciones las
hormonas sexuales siendo por ello, de suma importancia en la investigacion clinica.
La terapia estrogénica genera un incremento en la bioactividad del éxido nitrico (NO)
que protege el endotelio en el sistema vascular de las mujeres posmenopausicas con
buena salud. No se tiene claro el papel que tienen los estrogenos en la disfuncion
endotelial que se presenta en la relajacién no dependiente del endotelio cuando es
inducida con nitroglicerina. Es por tal motivo, que su estudio es indispensable y
conduciria a un uso beneficioso de la terapia en la cual se usa el reemplazo hormonal
para la prevencion y tratamiento de las enfermedades cardiovasculares. Bajo este
criterio, la investigacion tuvo como proposito, estudiar si el deterioro de la funcion
vascular, en particular, la disfuncion endotelial que se observd durante la
vasodilatacion no dependiente del endotelio, se podria revertir mediante la
administracién de estrogenos (E2) en tejido adrtico de ratas.

El objetivo general de dicha tesis fue demostrar como el estradiol ayuda en la
disminucion del deterioro de la relajacion no dependiente del endotelio presente en
aorta de ratas hipercolesterolémicas gracias a la reduccion de la actividad del ion
calcio en la célula muscular lisa. El presente estudio es de tipo experimental. La
muestra bioldgica estuvo constituida por anillos aislados de aorta toracica extraidos
de 27 ratas albinas de la cepa Sprague Dawley los cuales se dividieron en dos grupos
aleatoriamente: uno. Grupo Hipercolesterolémico constituido por 22 animales y un
segundo, Grupo Normal, conformado por 5 ratas. Las aortas toracicas disecadas,
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fueron seccionadas en anillos y estudiadas en una camara de 6rganos empleando en
el medio, noradrenalina (NA), acetilcolina (ACh), 6xido nitrico (NO), estradiol,
nifedipino y ketamina, para evaluar su reactividad (respuesta vasoconstrictora y
vasodilatadora). Los resultados obtenidos, permitieron concluir que la administracion
orogastrica del coctel lipidico por 40 dias en este modelo murino, indujo
hipercolesterolemia experimental y consecuente a ello, se redujo viii
significativamente la respuesta vasodilatadora dependiente del endotelio (disfuncion
endotelial) de los anillos adrticos aislados en respuesta a ACh administrada al bafio
de 6rganos. De manera similar, la preincubacién con L-N Metil Arginina (L-NAME)
disminuy6 la vasodilatacion inducida por acetilcolina demostrando su efecto
bloqueador de la sintesis de NO en la célula endotelial. Resultado de la eliminacion
del endotelio, los anillos respondieron con un deterioro significativo de su actividad
vasodilatadora (p<0.01) frente a la administracion al bafio de 6rganos de 6xido nitrico
(via no dependiente del endotelio) la cual no se manifestd, cuando fueron previamente
incubados con 17p-estradiol (3,01M). Similar efecto se observo cuando, ademas se
afiadié al medio de incubacion nifedipino demostrandose asi, que ambas drogas
podrian tener el mismo mecanismo de accién. Por el contrario, la preincubacion de
los anillos disfuncionantes con ketamina con o sin 17fB-estradiol redujo de manera
similar la magnitud de la contraccion inducida con NA proponiéndose por ello, poseer

diferentes mecanismos de accién.

Kobayashi et al. (42) en su articulo “Regulacion molecular de la masa muscular
esquelética y el aporte de 6xido nitrico: una revision” realizan el estudio de una
variedad de factores internos y externos como el ejercicio, la nutricion, la inflamacion
y la caquexia asociada con el cancer afectan la regulacién de la masa muscular
esquelética. Debido a que el musculo esquelético funciona como un regulador crucial
del metabolismo de todo el cuerpo, en lugar de solo como un motor para la
locomocion, se requiere mejorar y mantener la masa y la funcién muscular para
mantener la salud y reducir la morbilidad y mortalidad asociadas con enfermedades
que involucran atrofia muscular. Los estudios recientes en este campo han hecho un
gran progreso; por lo tanto, la identificacion de los mecanismos que regulan la masa
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muscular esquelética es necesaria para el manejo fisico y nutricional tanto de los
atletas como de los pacientes con atrofia muscular. En esta revision, se presenta un
panorama general de las interacciones que regulan la masa muscular esquelética,
centrdndose particularmente en la via del factor de crecimiento similar a la insulina-|
(IGF-I)/insulina-Akt-mammalian target of rapamycin (mTOR), la inactividad del
musculo esquelético y el ejercicio de resistencia y resistencia. También se discute la
contribucion del 6xido nitrico (NO) a la regulacion de la masa muscular esquelética
en base al conocimiento actual del papel novedoso del NO en estos procesos.

Kang (43) en el articulo “Factores relajantes derivados del endotelio de las pequefias
arterias de resistencia en la hipertension” explica como los factores relajantes
derivados del endotelio (EDRF), como el 6xido nitrico (NO), la prostaciclina (PGI2)
y el (PGI2) y el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), desempefian
un papel fundamental en la regulacion del tono vascular. La reduccién de los EDRF
provoca un deterioro de vaso relajacion dependiente del endotelio, o disfuncion
endotelial. El deterioro de vaso relajacion dependiente del endotelio en respuesta a la
acetilcolina (ACh) se observa sistematicamente en los vasos del conducto en pacientes
humanos y en modelos animales experimentales de hipertension. Dado que pequefias
arterias de resistencia se saben que producen mas de un tipo de EDRF, el mecanismo
0 mecanismos que median vaso relajacion dependiente del endotelio en las arterias de
resistencia pequefas puede ser diferente del observado en los vasos de conducto en
condiciones de hipertension, donde la vasorelajacion depende principalmente del NO.
EL EDHF se ha descrito como uno de los principales mediadores del vaso relajacion
dependiente del endotelio en las pequefias arterias de resistencia en animales
normotensos. Ademas, el EDHF parece convertirse en el principal dependiente del
endotelio cuando la via de la NO sintasa endotelial (NOS3) /NO esta ausente, como
en los ratones NOS3-knockout, mientras que algunos estudios han demostrado que la
via del EDHF es disfuncional en modelos experimentales de hipertension. En este
articulo se revisan los conocimientos actuales sobre EDRF en las arterias pequefas
en condiciones de normotension e hipertensién. Un mayor conocimiento de los

diferentes mecanismos de vaso relajacion en las arterias pequefias en condiciones de
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hipertension ayudard a los médicos a identificar los objetivos adecuados para tratar la
disfuncion endotelial en los pacientes hipertensos.

Ogoshi et. al. (44) en el articulo “Funcion protectora de las sintasas de 6xido nitrico
mielociticas contra la hipertension pulmonar hipdxica en ratones” tuvo como objetivo
determinar el papel de las NOS en las células de la MO en la HP. El método fue
experimental y se realizaron estudios en 36 pacientes con fibrosis pulmonar idiopéatica
y en tipo salvaje (WT), nNOS (NOS neuronal) -/- , INOS (NOS inducible) -/- , eNOS
(NOS endotelial) -/- y n /i/eNOSs -/- ratones. Como parte de los resultados principales
se observo que, en los pacientes, hubo una correlacion significativa entre la presion
sistdlica de la arteria pulmonar mas alta y los niveles mas bajos de nitrito méas nitrato
en el liquido BAL. En los ratones, la PH inducida por hipoxia se deteriord
significativamente en el genotipo n/i/feNOSs -/- y, en menor medida, en el genotipo
eNOS -/- en comparacion con el genotipo WT. En el genotipo n/i/eNOSs —/— expuesto
a hipoxia, el nimero de células progenitoras de musculo liso vascular derivadas de
MO circulantes fue significativamente mayor, y el trasplante de células MO
transgénicas con proteina fluorescente verde revelo la contribucion de las células MO
al tejido vascular pulmonar. Es importante destacar que n/i/eNOSs —/—El trasplante
de -BM agravo significativamente la PH inducida por hipoxia en el genotipo WT, y
el trasplante de WT-BM mejor6 significativamente la PH inducida por hipoxia en el
genotipo n/i/eNOSs —/—. Un total de 69 y 49 ARNm relacionados con la inmunidad y
la inflamacidn, respectivamente, se regularon significativamente en los pulmones de
ratones de genotipo WT trasplantados con n/i/eNOSs —/— -BM en comparacién con
aquellos con WT-BM, lo que sugiere la participacion de inmunidad, y mecanismos
inflamatorios en la exacerbacion de la HP inducida por hipoxia causada por el
trasplante de n/i/eNOSs —/— -BM. Se concluye que estos resultados demuestran que
las n/i/eNOSs mielociticas juegan un papel protector importante en la patogenia de la
HP.

Zgheel et al. (45) en el articulo “EPA:DHA 6:1 es una formulacion superior de PUFAS
omega-3 atenuando las respuestas contractiles inducidas por las plaquetas en la arteria
coronaria porcina y la arteria mamaria interna humana por dirigirse a la via de la
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serotonina a través de un aumento de la formacion endotelial de 6xido nitrico”,
evaluaron si los acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) omega-3, conocidos por
proteger el sistema vascular, son capaces de prevenir las respuestas contractiles
inducidas por las plaquetas en arterias aisladas y, en caso afirmativo, investigar el
mecanismo subyacente y la importancia de la formulacion de los PUFAs omega3. Se
prepararon arterias coronarias porcinas (ACP), arterias mamarias internas humanas
(AMI) y plaquetas humanas lavadas. Se prepararon plaquetas y se estudio la
reactividad vascular en cdmaras de érganos. En los anillos de PCA, las plaquetas
agregadas provocaron contracciones dependientes de la concentracion que fueron
significativamente por el antagonista del receptor 5-HT2A Kketanserin, y por
EPA:DHA 6:1 pero no con EPA:DHA 1:1 al 0,4% v/v. El EPA:DHA 6:1 también
impidio las contracciones inducidas por el 5-HT inducidas por el 5-HT, pero so6lo
afectd ligeramente a las inducidas por el analogo del tromboxano A2 U46619. El
efecto inhibidor de efecto inhibidor del EPA:DHA 6:1 sobre las contracciones
inducidas por las plaguetas no se observo en los anillos sin endotelio, y se evitd con
un inhibidor de la eNOS pero no con inhibidores de la de la hiperpolarizacion
dependiente del endotelio. En los anillos de IMA, el EPA:DHA 6:1 pero no el
EPA:DHA 1:1 al 0,4 % v/v impidi0 significativamente la contraccion inducida por el
5-HT, e indujo mayores relajaciones dependientes del endotelio que la bradiquinina 'y
la acetilcolina sensibles a un inhibidor de la eNOS . EI EPA:DHA 6:1 inhibe
fuertemente las contracciones inducidas por las plaquetas y la 5-HT en los anillos
PCA y las inducidas por la 5-HT en los anillos IMA, probablemente a través de un
aumento de la formaciéon endotelial de NO. Estos resultados sugieren que la
formulacion EPA:DHA 6:1 de los PUFAs omega-3 puede ser de interés para prevenir
la lesion vascular inducida por las plaquetas en los sitios arteriales de disfuncion
endotelial.

Da Silva et al. (46) realizaron el articulo “Asociacion de los polimorfismos del gen
del 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) vy los niveles de aptitud fisica con las
concentraciones plasmaticas de nitritos y los valores de la presién arterial en adultos
mayores”. Los polimorfismos del gen del 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) se
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asocian a una reduccion de la actividad de laeNOS y de la produccion de 6xido nitrico
(NO), lo que provoca un aumento de la presion arterial (PA). El ejercicio regular es
la principal estrategia para minimizar los efectos nocivos de los polimorfismos. Sin
embargo, debido a las diferencias en la realizacion del ejercicio fisico, se encuentran
algunos resultados controvertidos. Por lo tanto, parece razonable evaluar el estado de
entrenamiento (TS). Asi pues, este estudio tuvo como objetivo investigar la asociacion
de los haplotipos del gen de la eNOS y los diferentes niveles de ST sobre las
concentraciones de nitritos (NO2-) y los valores de PA en adultos mayores. 424
ancianos realizaron las siguientes evaluaciones: Indice de Aptitud Funcional General
(GFFI) para estimar la ST, presion arterial sistdlica y diastolica (PAS y PAD),
extraccion de sangre para el analisis de NO2- y polimorfismos g.-786T>C, intron 4b/a
(VNTR) y 894G>T. La regresion logistica multivariante mostro que el NO2- estaba
influido por el GFFI y el intron 4b/4a. En cuanto a la PA, el GFFI influyo en la PAS
y la PAD, y solo el intron 4 se asocié a las variaciones de la PAD. Se observa que el
GFFI afect6 al NO2-, a la PAS y a la PAD independientemente de los haplotipos. Por
lo tanto, el mantenimiento de un buen nivel de ST puede superar la influencia negativa
de los factores genéticos (intron 4) aumentando la concentracion de NO2- y
disminuyendo los valores de PA.

Garcia et al. (47) en el articulo “Oxido nitrico. un nitro vasodilatador end6geno”
tienen como objetivo ampliar el conocimiento respecto al 6xido nitrico, y su uso como
mediador quimico organico y como un nitro vasodilatador enddgeno que comienza a
considerarse cada vez de forma mas frecuente. El estudio presenta una resefia de la
participacion del 6xido nitrico en complejos mecanismos como la hemodinamica, la
hemostasia, la inflamacion aguda, la transmision sinaptica, la respiracion celular, etc.
Mediante la investigacion se pudo relacionar al 6xido nitrico con la esfera de trabajo
de muchas especialidades de la medicina y de la estomatologia, que permita una mejor
comprension de los procesos que caracterizan a muchas entidades presentes en la
practica médica. Finalizando el estudio se llega a la conclusion de que sus efectos, a
nivel organico, encontrados, asi como su funcionamiento, lo convierten en un

excelente vasodilatador endégeno a diferentes niveles o como una poderosa toxina
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ante bacterias y células tumorales liberadas por los leucocitos. Su uso de forma

inhalatoria abre una excelente opcidn a la terapéutica.

Benavides y Guenet (48), en el articulo “Modelos murinos de enfermedades
humanas”, realizan una revision bibliografica de los estudios realizados sobre las
mutaciones disponibles en el raton de laboratorio, esponténeas, inducidas o las que
han sido generadas por manipulacion genética, que son utilizadas como modelo de
enfermedades humanas. El trabajo que se ha desarrollado durante un siglo de
investigaciones ha dado como resultado una gran cantidad de documentacion referida
a los fenotipos mutantes, las caracteristicas de las cepas y los mapas genéticos. El
estudio presenta como conclusion, que la coleccién de mutaciones del raton,
acumuladas en las décadas pasadas por los genetistas y bioteristas, representa una
fuente valiosa de modelos animales para el estudio de los desordenes genéticos
humanos homdlogos. En el futuro cercano, la disponibilidad de modelos murinos
tendra un incremento acelerado, debido a la gran cantidad de técnicas disponibles para
el disefio de alteraciones en el genoma murino y los proyectos conjuntos de
mutagénesis quimica por etil nitroso urea (ENU). La denominada era “pos-genémica”
(“post-genomics” o “functional genomics”) estd totalmente vigente entre nosotros y
sera de suma importancia poder contar con estos modelos animales, en la realizacion
del estudio funcional de las secuencias obtenidas de los proyectos de secuenciacion
del genoma humano y murino. Se puede asegurar que la genética del ratén, asi como

la genética de los mamiferos, esta en un proceso revolucionario en la medicina.

Pasos et. al. (49), en el articulo “Envejecimiento, reactividad vascular adrenérgica y
sintesis de oxido nitrico en anillos de aorta de rata”, presenta como objetivo de la
investigacion, evaluar el efecto del envejecimiento sobre la respuesta vascular
adrenérgica y su relacion con la sintesis de 6xido nitrico (ON) endotelial. El estudio
se realiz6 mediante el método de Furchgott, mediante el montaje de preparaciones
aisladas de cilindros de aorta de ratas de 10-12, 20-22 y > 40 semanas de edad. Se
efectud una evaluacion de la respuesta contraccion/relajacion que fue inducida por
adrenalina, acetilcolina y nitrito de potasio; ante la presencia y ausencia mecanica o
funcional de endotelio y ante la ausencia y presencia de L-arginina como agente
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facilitador de la sintesis de ON. Se corrieron curvas dosis-efecto acumulativas. Los
resultados mostraron que la edad disminuyd en forma progresiva la capacidad del
endotelio para producir ON Yy la respuesta vasodilatadora inducida por acetilcolina,
mostrando un incremento en la respuesta contractil inducida por noradrenalina sin la
visibilizarian de modificaciones en la respuesta vasodilatadora inducida por nitrito de
potasio. El endotelio mostrd favorecimiento en la respuesta vasodilatadora, mientras
que, ante su ausencia mecanica o funcional mostré6 una mayor potenciacion de la
respuesta contractil. Se concluye que el envejecimiento disminuye la produccion de
ON endotelial, acrecienta la respuesta contractil a noradrenalina, genera disminucion
de la respuesta vasodilatadora a acetilcolina, y no afecta la respuesta a nitrito de

potasio.
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CAPITULO II
2. METODOLOGIA
2.1.Tipo de estudio
El presente estudio es de tipo experimental, corte longitudinal.

2.2.Muestra
2.2.1. Unidades de Estudio

Unidad de estudio. Rattus norvegicus variacion albinus linea Sprague-Dawley

Unidad de observacion: Anillos aislados de aorta toracica

La muestra bioldgica se distribuira de la siguiente manera:

e Grupo Blanco: conformado por 5 ratas, a los cuales se les administrd una
dieta normal (30g) y agua ad livitum. No se les indujo hiperglucemia con
estreptozotocina en lugar de ello recibieron un placebo constituido por suero
fisiologico. Una vez sacrificadas, se les diseco la aorta toracica la cual se
secciono en anillos (4 en total) de 4mm de longitud cada uno. Con los anillos
procedentes de este grupo, se determind los parametros fisiol6gicos de
contraccion y relajacion en una camara de 6rganos aislados con 3 dosis
crecientes de noradrenalina (0.1, 1.0 y 10.0uM) y 4 dosis crecientes de

acetilcolina (0.01, 0.1, 1.0 y 10.0uM) respectivamente.

e Grupo Control: conformado por 5 ratas, las cuales se les indujo
hiperglucemia con estreptozotocina (STZ) via intraperitoneal (50mg/Kg de
peso) en una sola dosis, para inducirles estrés oxidativo y con ello disfuncién
endotelial. Una vez sacrificadas se disecd la aorta toracica para seccionarla en
anillos y someterlos a su estudio en la camara de drganos. Este grupo de
anillos, permitié observar el grado de disfuncion endotelial inducido en

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

respuesta a 3 dosis crecientes de noradrenalina como vasoconstrictor y 4 dosis
crecientes de acetilcolina como vasodilatador.

e Grupo Experimental 1: constituido por 5 ratas. De manera similar al grupo
control, se les indujo disfuncién endotelial y luego una vez sacrificadas se les
diseco la aorta toracica para seccionarla en anillos, observando su respuesta
vascular en la cdmara de 6rganos. Todos los anillos aislados de las 5 ratas de
este grupo, se les incubd durante 5 minutos con 6xido nitroso previo a la
observacion de su efecto vasoconstrictor con 3 dosis crecientes de
noradrenalina y posteriormente su respuesta vasodilatadora a 4 dosis

crecientes de acetilcolina.

e Grupo Experimental 2: conformado por 5 ratas, de manera similar al grupo
control se les indujo disfuncion endotelial. Una vez sacrificadas se les diseco
la aorta torécica para seccionarla en anillos observando su respuesta vascular
en la cdmara de 6rganos. Todos los anillos aislados de las 5 ratas de este grupo,
se les incubd por un tiempo de 5 min con éxido nitroso para luego, observar
Su respuesta vasoconstrictora con un simpatico mimético exégeno como la
fenilefrina en tres dosis crecientes y posteriormente su respuesta

vasodilatadora a 4 dosis crecientes de acetilcolina.
2.2.2. Muestra biologica

Como animales de experimentacion se utilizaron 20 ratas albinas de ambos sexos
de dos meses de edad, de la cepa Sprague-Dawley con un peso promedio de 250
+ 20g, provenientes del bioterio de Centro de Investigacion y Desarrollo
Cientifico (CIDEC) de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de San
Agustin. Los animales se mantuvieron cada cuatro por cada jaula, a una
temperatura de 21° = 2°C con periodos de luz/oscuridad de 12hrs. El alimento
suministrado diariamente a la misma hora, estuvo constituido por 30g de

concentrado para mantenimiento de la marca TOMASINO® y agua ad livitum.
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2.2.3. Muestra de estudio

La muestra de estudio estuvo constituida por anillos aislados de aorta torécica
procedentes de ratas normo-glucémicas e hiperglucémicas (inducidas

experimentalmente) distribuidos aleatoriamente segun el protocolo de estudio.
2.3.Tiempo y duracion del estudio

El estudio tuvo una duracién de 6 meses distribuyéndose el tiempo de la siguiente

manera:

e Las primeras 4 semanas permitieron la adaptacion de los animales al ambiente del
animalario (hacinamiento, manejo y manutencion), asi como la planificacion de
los tiempos de estudio y la préctica en el manejo de las canulas y bolsa de 6xido
nitroso como también la obtencion de los pardmetros laboratoriales que

constituyen el trabajo.

e Durante las siguientes 12 semanas se realizé la parte experimental propiamente
dicha.

e Finalmente, el 3er y 4to mes fue de evaluacion y analisis de los resultados
obteniéndose las conclusiones respectivas sustentadas estadisticamente junto a la

elaboracion final del manuscrito.
2.4.Lugar de Experimentacion

El trabajo de Investigacion se llevé a cabo en el Centro de Investigacion y Desarrollo
Cientifico de la Facultad de Medicina (CIDEC-UNSA).

2.5.Recursos e Instrumentos
2.5.1. Recursos humanos
e Magister, QF.

e Asesor. Director del CIDEC-UNSA.
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e Personal del Centro de Investigaciones
2.5.2. Recursos materiales

A) Equipos:
- Estufa de temperatura de 0 a 250°C
- Balanza analitica Marca TOLEDO, sensibilidad de 10g.
- Osmometro.
- Agitador magnético con placa calentadora.
- Camara de 6rganos aislados marca PanLab de 4 celdas.
- Termociclador con bafio de Maria.
- PC de mesa con software incorporado
- Monitor para PC marca HP.
- Mesa de diseccién para roedores

B) Farmacos:
- Noradrenalina (Clorhidrato) anhidra (NA)
- Fenilefrina (FE) (agonista alfa adrenérgico).
- Acetilcolina (ACh).
- Oxido nitroso (N20) presentacion en balon de gas

C) Material biolégico:

- Segmentos (anillos) de aorta toracica de 20 ratas (80 anillos

aproximadamente).
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2.5.3. Recursos financieros
e Autofinanciado.
2.6.Disefio Experimental
2.6.1. Induccidn de hiperglucemia en un modelo murino experimental

Existen varias clases de agentes quimicos. Los primeros son sustancia con
citotoxicidad especifica que destruyen a las células B del pancreas y causan un
estado de deficiencia primaria de insulina. ElI segundo grupo lo constituyen
agentes que actian sobre las células 3; pero no las destruyen. Una tercera clase
incrementa los requerimientos enddgenos de insulina, debilitan al pancreas y
como consecuencia se produce la diabetes. Los agentes mas utilizados son el
aloxano y la estreptozotocina, estos compuestos en dosis diabetogénicas acttan

especificamente sobre las células beta (50).

La estreptozotocina es una sustancia relativamente selectiva para las células beta,
que en ciertas especies causa diabetes permanente. La fijacion a la membrana, a

semejanza con el aloxano, es el primer evento en el proceso patologico (50).

La hiperglucemia experimental se indujo por inyeccion en una sola dosis de 50
mg/kg de peso corporal de estreptozotocina disuelto en 10mM de buffer citrato a

pH 7,4, via intraperitoneal después de 12 horas de ayuno.
2.6.2. Determinacion de Glicemia

Se tomaron las muestras de sangre de la vena caudal de la cola del animal. Para
ello, se secciono el extremo distal de la cola (a 5mm) previa vasodilatacion con
radiacion infrarroja obteniéndose aproximadamente 0.5ml de sangre (5 tubos
capilares). Inmediatamente después empleando una centrifuga para capilares, se

separé el suero procediéndose a su analisis.
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2.6.2.1.Determinacion de Glucosa en Suero
Fundamento:

La glucosa es oxidada enziméaticamente por la glucosa oxidasa (GOD; D-glucosa:
Oxigeno 1-oxidorreductasa; EC 1.1.3.4) a acido gluconico y agua oxigenada: el
agua oxigenada en presencia de peroxidasa (POD; donador: hidrégeno-peroxido
oxidorreductasa; EC 1.11.1.7.) produce la copulacién oxidativa del fenol con la 4
- aminofenazona (4 -AF) dando lugar a la formacion de un cromogeno rojo -

cereza con absorbancia maxima a 505 nm (51).

El esquema de reaccidn es el siguiente:

GOD

C6H1206 + 02 + H20 A e CGH12076 + 4‘H202
POD
2H,0, +4 — AF + C¢HsOH — — —— 4 (p — benzoquinona

— menoimino — fenozona) + 4H,0

Se usa el método enzimatico para la determinacion de glucosa en suero de la

siguiente manera:

e Se toma 10 microlitros del suero y se coloca en un tubo (de ensayo alli se le
agrega 1ml. del reactivo de trabajo (el cual consta de GOD, reactivo 4-AF,
reactivo fenol, agua destilada), luego se mueve suavemente, frotando el tubo

entre las manos.

e Se incuba por 10 minutos a 37 °C (en Bafio Maria). Cada vez que se prepara
el reactivo de trabajo se coloca un tubo de ensayo que contiene el estandar, el

cual sirve para hallar el factor de correccion.
e Se lee en un espectrdmetro a 505 nm. llevando el aparato a cero con el blanco.

e Los datos obtenidos seran anotados en hojas de control.
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2.6.3. Determinacion del marcador de oxidacion: malondialdehido (MDA)
A. Método de Determinacion del MDA

Los niveles de lipohidroperoxidos se analizaron en suero, mediante la
determinacion del malondialdehido (MDA) (52).

Para ello 0,5 ml de suero, extraido mediante centrifugacion a 3.000 rpm
durante 10 minutos, se incuba con 2ml de una mezcla de &cido tricloroacético
(15 % p/v), acido tiobarbiturico (0,37 %) y acido clorhidrico (25 mol/L). La
solucion es calentada durante 20 min. en bafio Maria a 100°C, para luego
adicionarle 2,5 ml de n-butanol procediéndose a su centrifugaciéon a 3.000
rpm durante 10 min. La absorbancia del sobrenadante se lee a 532nm contra

un blanco de n-butanol (52).

La lipoperoxidacion se expresé en términos de nM de MDA/mg de suero.
2.6.4. Obtencion de la respuesta vasoactiva en anillos aislados de aorta torécica
2.6.4.1.Empleo de la cAmara de 6rganos aislados

Los animales fueron sacrificados mediante contusion cervical. Luego de hacer una
incision preesternal para exponer la capa muscular de la region, se dislacero para
localizar la arteria aorta toracica. Una vez reconocida se la seccioné en su regién
tordcica para extraerla y sumergirla en una solucion Krebs Henseleit (KH)
contenida en una placa Petri mantenida a 37°C con burbujeo continuo de una
mezcla carbdgena de 5% de CO2 en 95% de O, empleando una aguja hipodérmica
No 25. A continuacion, se procedid a una cuidadosa diseccion para limpiar el vaso
en toda su extension eliminando la adventicia y el tejido conectivo periadrtico
para luego, proceder a seccionarla mediante una guillotina en 4 anillos de 4mm

de longitud cada uno.

Una vez obtenidos los anillos aislados, uno a uno se fue colocando en el pozo de
la cdmara de 6rganos aislados, insertandolos entre dos postes de acero inoxidable;
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uno fijo en el fondo del pozo y el otro, constituido por el extremo terminal de un
transductor de contraccion isométrica que convirtié las sefiales mecénicas en
sefiales eléctricas para ser manejadas mediante un software y hardware adecuados
de un poligrafo marca PanLab. El procedimiento finaliza con el llenado del pozo
de la cdmara con solucion KH con burbujeo continuo de la mezcla carbdgena. La
temperatura del bafio se mantuvo fija a 37 + 0.3 grados Celsius, gracias a la
circulacién de agua a esa temperatura por la doble pared de la camara de érganos.
La preparacion asi instalada se mantuvo por espacio de 60 minutos hasta su

estabilizacion.

A. Determinacién del patron de contraccion y relajacion con los anillos de

los animales procedentes del Grupo Blanco

Para estimar los limites tanto de contraccion como de relajacion en
condiciones normales (fisioldgicas) se trabajé con los anillos procedentes del
grupo Blanco. Se inicio el procedimiento, afiadiendo a la solucion Krebs
Henseleit de la cdmara de 6rganos aislados 3 dosis crecientes y sucesivas de
noradrenalina (NA) (0.1, 1.0 y 10uM) con lo que se observé la contraccion
del vaso a traves del tiempo, graficandose una curva en el monitor del equipo.
Al punto méximo de respuesta se lo denominé arbitrariamente como del 100%
(méxima contraccion fisioldgica) el cual una vez alcanzado, se afiadi6 al bafio
4 soluciones con dosis crecientes de acetilcolina (ACh) (0.01, 0.1, 1.0 y

10uM) con lo que se observo la curva de vasodilatacion normal.

B. Demostracion de la presencia de disfuncion endotelial (incremento de
vasocontraccion y disminucion de vasodilatacion) mediante el estudio de

los anillos procedentes de los animales del Grupo Control

Una vez instalados los anillos procedentes del Grupo Control con disfuncién
endotelial y estabilizada la preparacion con la soluciéon KH, se afiadio al bafio
de 3 dosis crecientes y sucesivas de NA (0.1, 1.0 y 10uM). Una vez alcanzado
el punto maximo de contraccidn, se afiadid sobre la solucion de noradrenalina,
4 dosis crecientes de acetilcolina observandose la vasodilatacion consecuente
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a traves del tiempo, de la musculatura lisa del tejido adrtico. Obtenida la curva
se la compar6 con la curva normal obtenida con los animales sin

hiperglucemia (Blanco) para su evaluacion.

C. Efecto de la incubacion con oxido nitroso sobre la disfuncion endotelial
(incremento de vasocontraccion) observada en los anillos aislados

procedentes de los animales del Grupo Experimental 1y 2.

Los anillos de aorta aislados procedentes de los animales del Grupo
Experimental 1 y 2 se sometieron a un tratamiento previo a la obtencion de su
respuesta vasoconstrictora. Este consistid, en que una vez sumergidos e
instalados en el pozo de la camara con la solucion KH, los anillos se
sometieron no solamente al burbujeo con la mezcla carbdgena sino y de
manera simultdnea mediante una segunda aguja hipodérmica, al burbujeo de
gas 6xido nitroso a la concentracion de 300pp/millén. Después de 5min.,
recién se procedid a registrar la respuesta vasoconstrictora empleando
noradrenalina (Grupo Experimental 1) o fenilefrina (Grupo Experimental 2) y
posteriormente, una vez alcanzada la maxima contracciéon se determind la
respuesta vasodilatadora a 4 dosis de acetilcolina tal y como se realiz6 con el
Grupo Control. El burbujeo de ambos gases, se mantuvo durante todo el

procedimiento.

Para lograr la concentracion de 300pp/millon de éxido nitroso en el medio
(solucién KH) del bafio de 6rganos, se gradud el suministro del gas carbdgeno
a 38 burbujas/min mientras que la aguja que suministraba el éxido nitroso lo
hacia a 20 burbujas/min. La regulacién de la provisién de los gases garantizd
gue de manera simultanea la solucion del bafio de drganos contenga 35%

(300pp/millén) de 6xido nitroso y 65% de mezcla carbdgena (O2 mas CO»).
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Figura N° 3

Disefio experimental

Muestra biol6gica:
20 ratas Sprague-Dawley

Distribucion de la muestra

Grupo Blanco Grupo Control Grupo Experimental 1y 11
(5 ratas) (5 ratas) (10 ratas)

v

Induccién de hiperglucemia con estreptozotocina
(20 ratas)

' \
|
\
|
|

Determinacién de MDA a las 24hrs y finalizado el 7 dia de injuria
(20 ratas)
| E
Sacrificio de los animales (diseccion de los anillos adrticos) en ratas con disfuncion endotelial
Cuatro /rata (20 ratas)

Diabetes mellitus |
(15 ratas)

|

|

Determinacion de los /7%; ]
pardmetros
fisiolégicos de \
contraccién/relajacion |
| |
/ |
Efecto de la / ‘\
disfuncién endotelial / ‘
sobre la / ‘
contraccién/relajacion / ‘1
/ : |
| Grupo
Experimental 1 Grupo
/ (anillos de S ratas) Experimental 2
/ (anillos de 5 ratas)

/ Pl

|
|
|
|
|
|

| Efecto de la
/ incubacién con 6xido Efecto de la
’/ nitroso sobre la incubacién con 6xido
/ contraccion con nitroso sobre la
/ noradrenalina (NA) contraccion con
/f T fenilefrina (FE)
g |
| ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




¥ UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

2.7.Disefio Estadistico

El analisis estadistico de los resultados se realizd empleando el paquete estadistico
SAS: Statistical Analisis System, Raleigh, North Carolina Institute, INC.

Calculandose los siguientes estadigrafos:
e Medidas de tendencia central, media + desviacion estandar.

e Se calcul6 el estadistico F de Friedman para mas de dos muestras relacionadas, con

un nivel de confianza del 95 %.

e Prueba Post Hoc de Bonferroni de Kruskal-Wallis, considerando un nivel de

significancia del 95%.
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CAPITULO 11l
3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1.Resultados

El concepto de disfuncidn endotelial ha surgido en las ultimas décadas, como una
alteracion fisiopatologica precursora del proceso aterosclerético. Patologias como
hiperlipemia, hiperglucemia, HTA, etc. deterioran la respuesta inicial del endotelio
vascular como sus funciones constitutivas, permeabilidad selectiva y capacidad
biosintética. Se ha observado que inicialmente el endotelio produce una fase de
adaptacion transitoria, modificando las caracteristicas de permeabilidad de su barrera,
e incrementa a través de sus organelas como aparato de Golgi, reticulo endoplasmico,
etc. la sintesis de diversas sustancias. En otras palabras, el estado de equilibrio que
mantiene la homeostasis vascular, va dejando paso a una fase de disfuncién endotelial
la misma que se caracteriza por desequilibrio en la produccion de 6xido nitrico que
disminuye, y la de endotelina-1 que por el contrario aumenta. Todo ello, mediado por
la aparicion de radicales libres (generadores de un importante estrés oxidativo celular)
promoviendo un desbalance de diferentes biosefiales, con el consiguiente aumento de
expresion de moléculas de adhesién, tales como la proteina quimiotactica de
monocitos o de moléculas pertenecientes a la familia de las selectinas, etc., que juegan
un papel central en los procesos de quimiotaxis, infiltracion de distintas poblaciones
leucocitarias y presencia de complicaciones tromboticas. Ademas, se produce una
variacion en el fenotipo secretorio celular, aumentando la produccion de componentes
de la lamina basal y de distintos componentes de matriz extracelular tal como lo

concluyen un sinnimero de investigaciones.

3.1.1. Induccién de hiperglucemia mediante la administracion en una sola dosis de
estreptozotocina (STZ) en ratas, observado 7 dias después de injuriado el

tejido pancreatico

Los valores individuales de glucemia de los diferentes grupos de estudio se
muestran en la tabla 4 y figura 4. La tabla muestra que las ratas pertenecientes al
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grupo blanco (no tratadas con STZ), mantuvieron la glucemia en el rango de
referencia establecido como normal (5,87 - 5,94 mmol/l), mientras que los
animales del grupo control, experimental 1 y experimental 2, tratados con dosis
Unica de 60 mg/kg de STZ, el séptimo dia posterior a la injuria alcanzaron valores
de 26,64; 23,42 y 24,00 mmol/I respectivamente, los cuales estdn por encima de
17 mmol/l indicando una clara hiperglucemia.

La prueba de Friedman muestra que existe diferencia significativa (p < 0,05) entre
los valores basales, del dia 1 versus el dia 7 tanto en el grupo control como en los

experimentales.

La prueba post hoc de Bonferroni permite demostrar que existe diferencia
significativa (p < 0,05) entre los valores de glucemia basal y los del séptimo dia
después de la injuria del pancreas, condicidn que permite realizar la investigacion

segun el protocolo establecido para la experimentacion.

Tabla N° 4:
Comparacion de los niveles de glucemia basal (mM/I) con los del primery
sétimo dia de injuriar con estreptozotocina (STZ) el tejido pancreatico de ratas

a los grupos control y experimental

Tiempo Niveles de glucemia (mM/1)
5 Estadisticos
(dias) Blanco Control | Experimental 1 | Experimental 2
n 5 5 5 5
Basal | Me(Rimercuart) | 587(0,42) | 6,020,347 | 6,06(0,47)" 5,95(0,26)"
1 | Me(Rnerwar) | 595(0,12) |17,17(1,34)%"| 18,98(353)® | 19,10(4,34)"*
7 | Me(Rmercra) | 594(025) | 26,64(4.24)° | 2342363 | 24,00(550)°
F 1,60 10,00 10,00 10,00
BYaior 0,449 0,007 0,007 0,007
Significancia p > 0,05 p<0,05 p<0,05 p <0,05

Fuente: Medidas de resumen obtenidas de la experimentacion realizada en el CIDEC-UNSA
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e El grupo blanco recibio placebo en lugar de STZ
e n:tamafio de la muestra
e Me(Rintercuariil): Mediana(Cuartil 3 — cuartil 1)

e Se calculd el estadistico F de Friedman para méas de 02 muestras relacionadas,

con un nivel de confianza del 95 %.

e Prueba Post Hoc de Bonferroni. Letras iguales indican que no hay diferencia

significativa.

Figura N° 4
Comparacion de los promedios de glucemia basal (mM/I) con los del primery
sétimo dia de injuriar con estreptozotocina (STZ) el tejido pancreético de ratas

a los grupos control y experimental
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3.1.2. Determinacion malondialdehido (MDA) sérico como marcador de estrés
oxidativo resultado de la induccion de hiperglucemia

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5 y figura 5. Se observa que en
el grupo blanco no existe diferencia significativa (p > 0,05) entre los valores
basales y los del dia 1y 7 debido a que este grupo no se le administr6 STZ, en este
grupo el séptimo dia se obtuvo una mediana de 1,17 nM/ml. Por el contrario, en
los grupos control y experimentales 1 y 2 se observo diferencia significativa (p <
0,05), resultado que nos permite demostrar la presencia de estrés oxidativo,
condicion que se requiere para realizar los siguientes experimentos. En el grupo
control, en el sétimo dia, se alcanz6 una mediana de 3,57 nM/ml y tanto en el

experimental 1 y como en el experimental 2 de 3,80 nM/ml.

La prueba post hoc de Bonferroni permite demostrar que existe diferencia
significativa (p<0,05) entre los valores de malondialdehido basal y los del sétimo
dia después de la injuria del pancreas, condicion que permite realizar la

investigacion segun lo establecido en el protocolo de experimentacion.
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Tabla N° 5:
Niveles séricos de malondialdehido (MDA) (M/ml) después de injuriar el

tejido pancreatico de ratas con estreptozotocina (STZ) a los grupos control y

experimental

Niveles séricos de malondialdehido ( nM/ml)

Blanco Control Experimental 1 | Experimental 2
5 5 5 5
1,12(0,08) | 1,05(0,13)* 0,98(0,12)2 1,00(0,45)?
1,10(0,36) | 3,00(0,52)3" 2,59(0,26)3P 2,50(0,45)P
1,17(0,16) | 3,57(0,65)° 3,80(0,28)° 3,80(0,25)°
0,105 10,00 10,00 10,00
0,949 0,007 0,007 0,007
p >0,05 p <0,05 p <0,05 p <0,05

Fuente: Medidas de resumen obtenidas de la experimentacion realizada en el CIDEC-UNSA

e n:tamano de la muestra

o  Me(Rintercuartit): Mediana(Cuartil 3 —

cuartil 1)

e Se calculd el estadistico F de Friedman para mas de 02 muestras relacionadas,

con un nivel de confianza del 95 %

e Prueba Post Hoc de Bonferroni. Letras iguales indican que no hay diferencia

significativa.
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Figura N° 5
Promedio de malondialdehido (MDA) (nM/ml) sérico después de injuriar el
tejido pancreatico de ratas con estreptozotocina (STZ) a los grupos control y

experimental
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3.1.3. Determinacion de los parametros fisiolégicos de vasoconstriccion con

noradrenalina (NA) y vasodilatacion con acetilcolina (ACh) en anillos

aislados de aorta toracica de ratas del grupo blanco

Los resultados del grupo blanco se muestran en la tabla 6 y figura 6. Estos

resultados son de gran importancia debido a que constituyen el patrén de

vasoconstriccidn en respuesta a las dosis crecientes de NA y de vasodilatacién en

respuesta a las dosis crecientes de ACh.

Con 10,0 uM de NA se alcanz6 el maximo valor de vasoconstriccion el cual se

consider6 como 100 % para el inicio del tratamiento con la primera dosis de ACh

(0,01 uM). A partir de este valor se procedid a medir el porcentaje de

vasodilatacion para cada uno de los tratamientos.
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Los resultados de la prueba de Kruskal Wallis muestran que en el patron de
vasoconstriccion existe diferencia significativa (p < 0,05) entre los valores
obtenidos para las tres dosis aplicadas de NA. De la misma forma, también existe
diferencia significativa (p < 0,05) entre los valores obtenidos para las cuatro dosis

de ACh que constituyen el patrén de vasodilatacion.

Es importante mencionar que después de aplicada la cuarta dosis se realizaron dos
mediciones adicionales, observando que se sigue produciendo vasodilatacion de

los anillos de aorta.

Realizando las comparaciones multiples de los porcentajes de vasodilatacion con
la prueba post hoc de Bonferroni se muestra diferencia significativa (p < 0,05) con
la mayor concentracion de ACh utilizada (10,00 uM) midiendo un valor de

23,30%, correspondiendo un 78,07% de vasodilatacion.
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Tabla N° 6:
Patrén de vasoconstriccion y vasodilatacion empleando 3 dosis crecientes de noradrenalina (NA) y 4 dosis crecientes de

acetilcolina (ACh) respectivamente en anillos adrticos procedentes de ratas del grupo blanco

Noradrenalina (UM) Acetilcolina (UM)
Dosis de vasoconstriccion Dosis de vasodilatacion

0,1 1,0 10,0 0,01 0,1 1,0 10,0 - -
‘ 10 10 10 10 10 10 10 10 10
0° | 42,11(2,74)* | 98,21(2,73)° | 100,00(0,00)* | 69,51(4,29)* | 56,62(2,44)>¢ | 23,30(1,95) | 13,00(0,71) | 13,26(1,40)
‘ 12,96 27,48
‘ 0,002 0,000
‘ p < 0,05 p < 0,05

Fuente: Medidas de resumen obtenidas de la experimentacion realizada en el CIDEC-UNSA

71
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Figura N° 6
Curva dosis-respuesta del patrén de contraccion y relajacion fisiologico
empleando 3 dosis crecientes de noradrenalina (NA) y 4 dosis crecientes de
acetilcolina (ACh) respectivamente en anillos aorticos procedentes de ratas del

grupo blanco.
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3.1.4. Induccién de disfuncién endotelial resultado del estrés oxidativo observado a
través de la respuesta vasoactiva (vasoconstriccion y vasodilatacion) de
anillos aislados de aorta toracica procedentes de ratas hiperglucémicas del

grupo control

El estrés oxidativo induce disfuncion endotelial en los anillos aislados de aorta,
efecto que se observa en los resultados presentados en la tabla 7 y figura 7, los que
corresponden a los obtenidos en el grupo control. Frente a las 04 dosis crecientes
de acetilcolina se presenta vasodilatacion, existiendo diferencia significativa (p <
0,05) entre los porcentajes obtenidos siendo 73,33 el porcentaje que corresponde
para la dosis de 10,0 uM de ACh. Asi mismo, se midi6 73,33% de vasodilatacion
para la dosis de 10,00 uM de ACh.
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Tabla N° 7:
Dosis-respuesta en disfuncion endotelial inducida por estrés oxidativo en respuesta a 3 dosis crecientes de NA (UM) y de 4 dosis

crecientes de ACh (uM) sobre anillos aislados de aorta procedentes del Grupo Control

Noradrenalina (uM) Acetilcolina (UM)
Dosis de vasoconstriccion Dosis de vasodilatacion

0,1 1,0 10,0 0,01 0,1 1,0 10,0 - -

10 10 10 10 10 10 10 10 10

0* | 63,16(2,18)** | 106,02(8,20)° | 106,14(5,78)* | 85,92(2,88)* | 82,02(4,60)°¢ | 73,33(3,60)° | 63,55(1,82) | 64,45(4,75)
12,96 27,43
0,002 0,000

p <0,05 p <0,05

Fuente: Medidas de resumen obtenidas de la experimentacion realizada en el CIDEC-UNSA
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e Los resultados se expresan como porcentaje.

e Los porcentajes representan el promedio de 2 anillos aislados por cada unidad de
estudio, como cada grupo estuvo conformado por 5 ratas, en total se trabajé con

10 anillos.
e n: tamaio de la muestra
¢ Me(Rintercuartit): Mediana(Cuartil 3 — cuartil 1)

e Se calculo el estadigrafo H para mas de 02 muestras independientes, con un nivel

de confianza del 95 %

e Prueba Post Hoc de Bonferroni de Kruskal-Wallis. Letras iguales indican que no

hay diferencia significativa.
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Figura N° 7
Curva dosis-respuesta en disfuncion endotelial inducida por estrés oxidativo en
respuesta a 3 dosis crecientes de NA (UM) y de 4 dosis crecientes de ACh (uM)

sobre anillos aislados de aorta procedentes del grupo control
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3.1.5. Respuesta vasoconstrictora de anillos de aorta con disfuncion endotelial

previamente incubados con 6xido nitroso (N20)
3.1.5.1.Efecto frente a 03 dosis crecientes de noradrenalina

En latabla 8 y figura 8 se observan los valores de vasoconstriccion que se alcanzan
para cada dosis de NA, siendo 113,88 el medido para 10,0 uM. Se demostré que
existe diferencia significativa (p < 0,05) entre los valores obtenidos para las 03

dosis aplicadas.

De la misma forma, se demostré que la aplicacién de 04 dosis crecientes de ACh
produce vasodilatacion de los anillos existiendo diferencia significativa (p < 0,05)
entre los valores obtenidos. Para 10,0 uM de ACh el porcentaje de vasodilatacion
fue de 85,89.
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Tabla N° 8:
Dosis-respuesta en disfuncion endotelial inducida por estrés oxidativo en respuesta a 3 dosis crecientes de NA (uM) y a 4 dosis

crecientes de ACh (uM) en anillos aislados de aorta procedentes del grupo experimental 1 después de la incubacion con éxido

nitroso
Noradrenalina (UM) Acetilcolina (UM)
Dosis de vasoconstriccion Dosis de vasodilatacion
0,1 1,0 10,0 0,01 0,1 1,0 10,0 - -
10 10 10 10 10 10 10 10 10

0* | 71,25(3,92)* | 113,88(6,09)° | 116,14(6,75)* | 106,75(4,39)*>¢ | 90,71(5,32)>° | 85,89(7,84)° | 68,30(2,53) | 69,67(2,48)

12,96 27,14
0,002 0,000
p <0,05 p <0,05

Fuente: Medidas de resumen obtenidas de la experimentacion realizada en el CIDEC-UNSA

76

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

e Los resultados se expresan como porcentaje.

e Los porcentajes representan el promedio de 2 anillos aislados por cada
unidad de estudio, como cada grupo estuvo conformado por 5 ratas, en total

se trabajo con 10 anillos
e n: tamafo de la muestra
e Me(Rintercuartit): Mediana(Cuartil 3 — cuartil 1)

e Se calculo el estadigrafo H para mas de 02 muestras independientes, con un

nivel de confianza del 95 %

e Prueba Post Hoc de Bonferroni de Kruskal-Wallis. Letras iguales indican

que no hay diferencia significativa.
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Figura N° 8

Curva dosis-respuesta en disfuncién endotelial inducida por estrés

oxidativo en respuesta a 3 dosis crecientes de NA (UM) y a 4 dosis

crecientes de ACh (uM) en anillos aislados de aorta procedentes del

Grupo Experimental 1 después de la incubacién con 6xido nitroso
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3.1.5.2.Efecto frente a 03 dosis crecientes de fenilefrina como agonista a-

adrenérgico

En la tabla 9 y figura 9 se observan los valores de vasoconstriccion que se

alcanzan para cada dosis de Fenilefrina, siendo 108,61 el porcentaje medido

para 10,0 uM. Se demostro que existe diferencia significativa (p < 0,05) entre

los valores obtenidos para las 03 dosis aplicadas.

Asi mismo, se demostr6 que la aplicacién de 04 dosis crecientes de ACh

produce vasodilatacion de los anillos existiendo diferencia significativa (p <

0,05) entre los valores obtenidos. Para 10,0 uM de ACh el porcentaje de

vasodilatacion fue de 82,60.
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Tabla N° 9:
Dosis-respuesta en disfuncion endotelial inducida por estrés oxidativo en respuesta a 3 dosis crecientes de NA (UM) y a 4 dosis

crecientes de ACh (M) en anillos aislados de aorta procedentes del Grupo Experimental 2 después de la incubacion con éxido

nitroso
Fenilefrina (uM) Acetilcolina (UM)
Dosis de vasoconstriccion Dosis de vasodilatacion
0,1 1,0 10,0 0,01 0,1 1,0 10,0 - -
‘ 10 10 10 10 10 10 10 10 10

0* | 69,25(5,06)*® | 108,61(5,18)° | 116,70(3,80)* | 100.75(4,77)**¢ | 86,60(3,99)*° | 82,60(1,83)° | 71,73(1,06) | 70,60(1,56)

12,96 27,36

‘ 0,002 0,000

p<0,05 p < 0,05

Fuente: Medidas de resumen obtenidas de la experimentacion realizada en el CIDEC-UNSA
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e Los resultados se expresan como porcentaje.

e Los porcentajes representan el promedio de 2 anillos aislados por cada unidad de
estudio, como cada grupo estuvo conformado por 5 ratas, en total se trabajé con

10 anillos.
e n: tamafo de la muestra
¢ Me(Rintercuartit): Mediana(Cuartil 3 — cuartil 1)

e Se calculo el estadigrafo H para mas de 02 muestras independientes, con un nivel

de confianza del 95 %.

e Prueba Post Hoc de Bonferroni de Kruskal-Wallis. Letras iguales indican que no

hay diferencia significativa.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @ DE SANTA MARIA

Figura N° 9
Curva dosis-respuesta en disfuncion endotelial inducida por estrés oxidativo en
respuesta a 3 dosis crecientes de FE de NA (uUM) y a 4 dosis crecientes de ACh
(uM) en anillos aislados de aorta procedentes del Grupo Experimental 2

después de la incubacion con 6xido nitroso.
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3.1.6. Comparacion de la respuesta vasoactiva de los grupos estudiados

En la tabla 10 y figura 10 se presentan los resultados obtenidos para los 04 grupos
de estudio. Con respecto a la respuesta vasoconstrictora del musculo liso de los
anillos de aorta se observa que los porcentajes son mayores en los grupos
experimental 1 y experimental 2, siendo 113,88% y 108,61%, respectivamente. La
prueba de Kruskal-Wallis establece que existe diferencia significativa (p < 0,05)

entre los porcentajes medidos en los cuatro grupos de estudio.

Para el caso de la vasodilatacion, se observa la respuesta para la aplicacién de 04

dosis crecientes de ACh, siendo menor el porcentaje de vasodilatacion en los
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grupos experimentales 1 y 2. En estos casos también se observa diferencia
significativa (p < 0,05) al comparar los cuatro grupos de estudio para cada dosis.

En los grupos experimentales 1y 2, para la dosis de 10,0 uM de ACh, se obtuvieron
porcentajes de vasodilatacion de 85,89 y 82,60, respectivamente, valores que segun

la prueba post hoc de Bonferroni no presentan diferencia significativa (p > 0,05).

Es importante mencionar que el patron de vasoconstriccion y vasodilatacion
obtenido para el grupo blanco se ve significativamente modificado en la disfuncion
endotelial producida por estrés oxidativo, respuesta que aln se ve mas alterada con
la aplicacion de oOxido nitroso, sustancia con la que se observa mayor
vasoconstriccion y menor vasodilatacion en comparacion con el grupo blanco y

control, presentando diferencia significativa (p < 0,05).
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Tabla N° 10:
Comparacion de la dosis-respuesta de los cuatro grupos de estudio (Blanco, Control y Experimental 1y 2) en disfuncion
endotelial inducida por estrés oxidativo a los grupos control y experimental en respuesta a 3 dosis crecientes de NA (UM) y a 4
dosis crecientes de ACh (uM).

DOSIS
Noradrenalina/Fenilefrina o
Acetilcolina (uM)
(1M)
Dosis de vasoconstriccion Dosis de vasodilatacion
0,1 1,0 10,0 0,01 0,1 1,0 10,0 - -
0 | 42,11(2,74)* | 98,21(2,73)* | 100,00(0,00)* | 69,51(4,297 | 56,62(2,44)* | 23,30(1,95)* | 13,0000,71)* | 13,26(1,40)*
0 | 63,16(2,18)" | 106,02(8,20)* | 106,14(5,78)" | 85,92(2,88)" | 82,02(4,60)" | 73,33(3,60)" | 63,55(1,82)* | 64,45(4,75)
0 | 71,25(3,92)¢ | 113,88(6,09)¢ | 116,14(6,75)¢ | 106,75(4,39)° | 90,71(5,32)¢ | 85,89(7,84)¢ | 68,30(2,53)>¢ | 69,67(2,48)"¢
0 | 69,25(5,06)>¢ | 108,61(5,18)>¢ | 116,70(3,80)¢ | 100,75(4,77)>¢ | 86,60(3,99)°¢ | 82,60(1,83) | 71,73(1,06)° | 70,60(1,56)°
0 10,14 8,34 9,42 11,58 10,58 9,50 12,50 10,50
0 0,006 0,015 0,009 0,003 0,005 0,009 0,002 0,005
p <0,05 p <0,05 p <0,05 p <0,05 p <0,05 p <0,05 p <0,05 p <0,05

Fuente: Medidas de resumen obtenidas de la experimentacion realizada en el CIDEC-UNSA
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e Los resultados se expresan como porcentaje.

e Los porcentajes representan el promedio de 2 anillos aislados por cada unidad de
estudio, como cada grupo estuvo conformado por 5 ratas, en total se trabajé con

10 anillos.
e Me(Rintercuartit): Mediana(Cuartil 3 — cuartil 1)

e Se calculo el estadigrafo H para mas de 02 muestras independientes, con un nivel

de confianza del 95 %.

e Prueba Post Hoc de Bonferroni de Kruskal-Wallis. Letras iguales indican que no

hay diferencia significativa.
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Figura N° 10
Comparacion de la curva dosis-respuesta de los cuatro grupos de estudio
(Blanco, Control y Experimental 1y 2) en disfuncion endotelial inducida por
estrés oxidativo a los grupos control y experimental en respuesta a 3 dosis
crecientes de NA (UM) y a 4 dosis crecientes de ACh (uM).
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3.2.Discusioén

Sir A. Garrod descubri6 en 1902 que la alcaptonuria se producia debido a un desorden
metabolico que era heredado en forma mendeliana simple, diversas patologias
humanas han sido reconocidas como el resultado de un defecto en la constitucion
genética de los individuos afectados. Paralelamente al desarrollo del conocimiento
respecto a la patologia humana, se detectaron, o desarrollaron, modelos animales de
otras enfermedades en los humanos. Estos modelos dan un soporte importante para la
comprension de la patogénesis de gran numero de enfermedades y son de gran ayuda
en el desarrollo de terapias que puedan sustituir la funcién defectiva de un gen

especifico (48).

En relacion a la medicina experimental, se esta de acuerdo con Benavides y Guenet
(48) que los roedores constituyen un organismo modelo que ofrece muchas ventajas
en comparacion con otros modelos genéticos como, por ejemplo, la mosca Drosophila
melanogaster, el nematodo Cae-norhabditis elegans (considerando que ambos

organismos tienen sus genomas secuenciados en forma completa).

Desde inicios del siglo pasado hasta la fecha, los modelos murinos han aportado
notablemente a la comprension de la patogénesis de buen nimero de enfermedades y

en el desarrollo de nuevas terapias.

Asimismo, los murinos son una subfamilia de roedores miomorfos que pertenecen a
la familia muridae que incluye a los usualmente Illamados ratones y ratas, por lo menos
unas 519 especies. Esta sub familia se encuentra en mayor cantidad que todas las
familias de mamiferos (48).

En la actualidad, la tendencia de las investigaciones biomédicas muestra una vision
de que, en el futuro proximo, se acrecentara la disponibilidad de modelos murinos
debido a la gran cantidad de técnicas de manipulacién genética y proyectos de
mutagénesis quimica que son utilizados. Se esta viviendo en la denominada era pos-

gendmica y serd trascendental apoyarse con estos modelos animales para un adecuado
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estudio funcional de las secuencias obtenidas de los proyectos de secuenciacion del

genoma humano y murino.

El compendio de mutaciones del raton, que ha sido recopilado en las décadas pasadas
por los genetistas y bioteristas, se constituye como valiosa fuente de modelos
animales para la realizacion de estudios de los desordenes genéticos humanos
homologos. Un ndmero regular de esas mutaciones son conocidas en términos
moleculares, por lo tanto, se utilizan en el desarrollo y evaluacion de terapias
innovadoras para el uso humano. En este aspecto, se puede afirmar que la genética
del ratén, y con ella la genética de los mamiferos, esta experimentando una real

revolucion (48).

Como el presente trabajo estuvo abocado a demostrar que el efecto anestésico del
oxido nitrico exacerbaba la respuesta adrenérgica en paciente con disfuncion
endotelial fue indispensable producir dicha disfuncion endotelial en los animales de
experimentaciéon. Es por ello, que se recurri6 al método murino para inducir
hiperglucemia y con ello gracias a la oxidacion que promueve, provocar disfuncion
endotelial en sus vasos sanguineos y en especial en la aorta con la cual se trabajo en
el presente estudio. La administracion de estreptozotocina en una sola dosis, destruyo
las células beta del pancreas impidiendo la sintesis de insulina necesaria para el
metabolismo de la glucosa en células musculares y en adipocitos. Tal resultado se
presentd en la tabla 4 y su respectiva figura, donde transcurridos 7 dias de la
administracion de estreptozotocina, el incremento de la glucemia fue significativo. Y
como una consecuencia directa de ello, el dafio a las células endoteliales promoviendo
en ellas una sobreproduccion de radicales libres (oxidacion) lo cual se comprobd
determinando en sangre, el marcador oxidativo malondialdehido tal como lo confirma

la tabla y figura 5.

Hoy dia se sabe que el desbalance del metabolismo de las especies reactivas de
oxigeno (ERO) conducen al estrés oxidativo que es una condicion para las
enfermedades cardiovasculares. También se sabe que la presencia de EROs, tiene un
efecto directo sobre las células musculares lisas y fibroblastos que influyen en la
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respuesta vaso reactiva. Para demostrar este efecto, se compard su vasoactividad con
las respuestas obtenidas con vasos sanguineos normales (sin hiperglucemia). Por lo
cual, trabajando con anillos aislados procedentes del grupo control, se obtuvieron los
parametros como la méxima contraccion con la mayor dosis de norepinefrina
(considerandola como del 100%) y a continuacion la respuesta vasodilatadora con la
mayor dosis de acetilcolina (10uM). Ambos pardmetros dada su normalidad sirvieron
como patrones para comparar con los porcentajes obtenidos con el resto de animales
todos ellos con disfuncion endotelial. Asi, la tabla 6 con su respectiva figura muestra
que existe una maxima contraccion promovida por la noradrenalina y que esta puede
ser revertida estimulando receptores muscarinicos (M3) de la acetilcolina y alcanzarse
una relajacion semejante al 87% que se asume es su mayor relajacion para el caso de
la aorta, cuando las células endoteliales estan normales. La representacion relajante

se muestra igualmente en la figura y tabla 6.

Los resultados obtenidos con anillos adrticos procedentes de ratas normales de 12
semanas tuvieron similar comportamiento con los animales de la misma edad
estudiados por Pasos et al. (49), tanto en respuesta vasoconstrictora con noradrenalina
como la vasodilatadora con acetilcolina; con la salvedad que ellos obtuvieron una
mayor contraccion a menor dosis de noradrenalina debido a que a diferencia del
presente estudio, emplearon anillos aislados de mayor longitud que 4mm empleados

por el presente trabajo, comparativamente con los empleados por Pasos et al. (49).

La condicion de disfuncion endotelial indispensable para demostrar la hipétesis se
presenta en la figura y tabla 7 donde producto del estrés inducido en los vasos
sanguineos resultado de la hiperglucemia se observa como la respuesta contractil a la
NA se ve incrementada llegando a 106.14% siendo lo mas resaltante, el deterioro de
la relajacion frente a la maxima concentracion de ACh que para el caso solo llego al
36.45%. Se observa un deterioro de alrededor del 50.29% (86.74 — 36.45) en la
relajacion del musculo liso vascular, lo cual es respuesta directa del estrés oxidativo
presente en los anillos adrticos (39).
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Esta condicién fisioldégica denominada disfuncion endotelial puede magnificarse
especialmente en la fase de contraccion del musculo liso vascular, cuando se
administra para uso quirdrgico éxido nitroso como anestesico especialmente, en las
intervenciones odontoldgicas como periodoncia y endodoncia. Esta hipotesis que se
postula en el presente estudio constituye el principal aporte del trabajo, pues
demuestra como la exposicion previa y continua de los anillos aislados de aorta
toracica procedentes de ratas con disfuncion endotelial, incrementan su respuesta
contractil a la noradrenalina de manera altamente significativa. La figura 8 con su
respectiva tabla muestran un incremento del orden del 10% (116.14 - 106.14) en la
respuesta frente a la misma concentracion de NA. Esta respuesta significativa que se
presenta en la tabla 8 significa en la practica clinica, que pacientes por ejemplo
hipertensos que permanentemente estdn variando su concentracion plasmatica de
noradrenalina como neurotransmisor enddgeno en respuesta a situaciones de estrés,
podrian desencadenar crisis hipertensivas si el procedimiento estomatolégico les es

injuriante (estresante) y estan siendo anestesiados con 6xido nitroso.

Finalmente, era necesario saber si este incremento de la contraccion muscular
traducido en una vasocontraccion que puede llegar a incrementar la presion arterial
con especial cuidado en los hipertensos que presentan como parte del cuadro
disfuncion endotelial, se debia solo a sustancias adrenérgicas enddgenas, se expuso
los anillos aislados al efecto de un simpatico mimetico exdégeno como lo es la
fenilefrina que actia sobre receptores a-adrenérgicos. La tabla 9 con su respectiva
figura demuestra un similar comportamiento en la respuesta vasorreactiva contractil
alaNA que alaFE.

El efecto vasoconstrictor puede ser abolido empleando por ejemplo maiz morado. Asi,
Moreno y Paz (39) y Lara (19) trabajando con el maiz morado, observaron que su
extracto hidroalcoholico era capaz de inhibir el efecto vasoconstrictor al contrario de
nuestros resultados que demostraron su incremento en presencia de 6xido nitroso solo
que en el presente trabajo el efecto es directo potenciando a la noradrenalina y en el

caso de ellos fue por un incremento en la produccién de éxido nitrico.
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Los resultados obtenidos demostrarian que el 6xido nitroso, ademéas de su efecto
anestésico, podria estimular a los receptores a-adrenérgicos para incrementar la
vasocontraccion o también podria incrementar el estado de oxidacion lo que
desencadenaria en una mayor disfuncién endotelial. Por tanto, es recomendable tomar
en cuenta estos resultados cuando se presenten pacientes con enfermedades morbidas
especialmente hipertension y tengan que realizarse procedimientos odontolégicos,

por ejemplo.
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CONCLUSIONES

PRIMERA: La administracion intraperitoneal en una sola dosis en el modelo murino,
incrementd de manera altamente significativa los niveles de glucosa plasmatica

induciendose diabetes mellitus tipo 1 por la ausencia de insulina.

SEGUNDA: Resultado de la hiperglucemia experimental inducida con estreptozotocina,
los animales de manera simultanea mostraron un incremento significativo en su estado de
oxidacion, demostrado por los altos niveles en suero del marcador oxidativo

malondialdehido.

TERCERA: La respuesta vasoactiva de los animales blanco (sin induccion de diabetes),
permitieron determinar los patrones de contraccién y relajacion fisiologicos que sirvieron

de patron de comparacion.

CUARTA: La disfuncién endotelial inducida por la presencia de estrés oxidativo debido
a la induccién experimental de diabetes mellitus, se puso de manifiesto por el incremento
de la vasocontraccién, asi como por la reduccion altamente significativa de la respuesta
vasodilatadora de los anillos aorticos aislados por efecto de la administracion de

noradrenalina y acetilcolina respectivamente al bafio de 6rganos.

QUINTA: La respuesta vasoconstrictora de los anillos adrticos aislados disfuncionantes
en presencia (en el bafio de érganos) de 6xido nitroso incrementd alin mas y de manera
significativa la respuesta contractil del tejido vascular a la administracion de
noradrenalina. Respuesta similar se obtuvo cuando se reemplazo al sustrato adrenérgico
noradrenalina por un simpéatico mimético exdgeno como la fenilefrina. De esta manera,

la hip6tesis fue comprobada.

De este modo, se logr6 abordar todos los objetivos propuestos en la presente

investigacion.
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RECOMENDACIONES

PRIMERA: Considerando que cada vez se esta incrementando el empleo del 6xido
nitroso en las intervenciones estomatoldgicas, difundir los resultados cuando se enfrentan
a un paciente con estrés oxidativo debido a enfermedades mérbidas como por ejemplo,
hipertensién, cancer, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), diabetes, etc.
pues todas ellas cursan con disfuncion endotelial.

SEGUNDA: Profundizar en el conocimiento del efecto del 6xido nitroso en pacientes
que padezcan disfuncién endotelial (hipertensos, diabéticos, etc.) mediante la realizacién
de estudios con seres humanos con células endoteliales del cordon umbilical,
considerando el estudio de la dosis.

TERCERA: Con la finalidad de complementar la recomendacion anterior dada su
importancia, consideramos que nuestros resultados deberan ser extrapolados a seres
humanos por lo que se sugiere empleando un modelo con cultivos primarios de células
endoteliales aisladas de cordon umbilical humano incubadas en oxido nitroso, observar
su respuesta a estimulos adrenérgicos y comprobar si también manifiestan disfuncion
endotelial por la menor sintesis de oxido nitrico lo que conduciria al deterioro de la
vasodilatacion y por el contrario, incremento de la vasocontraccion, observado en el

presente trabajo.

CUARTA: Difundir los resultados para el conocimiento de los especialistas en especial

los odontologos y los anestesiologos para que lo tomen en cuenta.
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ANEXOS

Anexo 1. Obtencion de la aorta toracica

Anexo 2. Corte de aorta toracica
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Anexo 3. Anillo de la aorta toracica
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Anexo 4. Poligrafo y camara de 6rganos aislados

Anexo 5. Camara de 6rganos aislados
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Anexo 6. Poligrafo: Resultados Noradrenalina-acetilcolina
Fenilefrina-acetilcolina
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