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ABREVIATURAS

ACh : Acetilcolina

AGE : Producto de glicosilacién avanzada

AINES : Analgésicos antiinflamatorios no esteroidales
COX : Ciclooxigenasa

nNOS : Oxido nitrico sintasa neuronal

DAG : Diacilglicerol

DCCT : Diabetes Control and Complication Trial

DE : Disfuncién Endotelial

DMSo : Dimetilsulfoxido

EDHF : Factor hiperpolarizante derivado del endotelio
eNOS : Oxido nitrico sintasa endotelial

ET-1 : Endotelina -1

EVv : extracto seco estandarizado de semilla de Vitis vinifera
FAD : Flavinadeninadinucledtido

FE : Fenilefrina

FMN : Flavinmononucleétido

GLU : Glucosa

INDO : Indometacina

iNOS : Oxido nitrico sintasa inducible

KHm : Krebs Henseleit modificado

LDL : Lipoproteina de baja densidad

NO : Oxido nitrico

NOS : Oxido nitrico sintasa



PKC

RL

ROS

SOoD

THB

: Proteina quinasa C

: Radical Libre

: Especies reactivas de oxigeno
: Superoéxido dismutasa

: Tetrahidrobiopterina



RESUMEN

El endotelio vascular tiene por funcién, la mantencién de la homeostasis, y
el control del tono vascular. Variados factores contribuyen a provocar disfuncion
del endotelio. En esta investigacion se indujo DE vascular con una alta
concentracion de glucosa.

El estudio pretende demostrar el efecto preventivo del fitofarmaco
antioxidante Extracto de Vitis vinifera (Evv) frente a la DE inducida por glucosa
(46mM).

En este modelo in vitro, se extrajeron anillos aorticos de rata macho
Sprague Dawley, que se dividieron en cinco grupos experimentales: grupo control,
grupo 1 incubado con glucosa (46mM), grupo 2 tratado con Evv (5,35 mg/ml),
grupo 3 tratado con DMSo (100 uM) y grupo 4 tratado con INDO (10 uM). Los
grupos 3 y 4 fueron utilizados para dilucidar el posible mecanismo de accion de
EVv.

Se evalud el dano endotelial midiendo la respuesta de relajacion endotelio
dependiente inducida por acetilcolina.

Los resultados obtenidos mostraron en el grupo 1 una DE de un 49,13%,
generada por la alta concentracion de glucosa (46mM) a través de mecanismos
que todavia no estan claros, en el grupo 2 la DE se previno significativamente
(p<0.001) con EVv y los resultados de los grupos 3 y 4 indicarian que
posiblemente los RL y la via de la COX estarian implicados en el mecanismo de

induccion de DE mediante una alta concentracion de glucosa.



Palabras claves: Disfuncion endotelial, Hiperglicemia y Diabetes,
Radicales Libres, Estrés Oxidativo, Antioxidantes, Vitis vinifera.

ABSTRACT

Vascular endothelium controls homeostasis and vascular tone. Endothelial
dysfunction (ED) is produced by many factors. In this study, we induced ED with a
high concentration of glucose (46mM).

The study intends to demonstrate the preventative effect of Vitis vinifera
extract (VVE) in high glucose-induced ED (46mM). The aim of this study was to
prove the hypotesis that VVE has a prevented effect against glucose-induce ED.

The aortic rings was extracted from rats which were randomly assigned to
five groups: Control group, group 1 (high glucose 46mM), group 2 (VVE + high
glucose 46mM), group 3 (DMSo + high glucose 46mM) and group 4 (Indometacyn
+ high glucose 46mM). Group 3 and 4 were used to find out the VVE's pathway.
ED was evaluated by measuring the ACh-induced endothelium-dependent
relaxation response.

Results showed that high glucose (46mM) induced notable acute ED in in
vitro aortic rings, through a mecanism not yet clear, that in group 2 VVE
significantly prevented (P< 0.001) the ED and the results of group 3 and 4 should
show that the free radicals and the COX’s pathway can be similar to ED induced

by high glucose.

Keyword: Endothelial dysfunction, Hyperglycemy and Diabetes, Free radicals,

Oxidative Stress, Antioxidant, Vitis vinifera.



INTRODUCCION

Las células endoteliales son responsables del tono presor del musculo liso
vascular, mediante la liberacibn de sustancias vasoactivas. Los procesos
patoldégicos que alteran a las células endoteliales, conllevan a una DE, que
consiste en la pérdida parcial o total de liberacién y/o producciéon de NO, con la
consecuente disminucion de la capacidad de inducir relajacion del musculo liso
vascular. La DE produce trastornos en la perfusion tisular, isquemia del tejido
adyacente, necrosis tisular, aumentos cronicos en la presion arterial media y
formacion de placas ateromatosas.

Una de las patologias generadoras de DE vascular es la Diabetes, esta
enfermedad en las ultimas décadas ha aumentado fuertemente su morbi-
mortalidad en el mundo. Por esto resulta importante estudiar un mecanismo para
prevenir el dafio que genera esta enfermedad sobre el endotelio vascular.

Los antioxidantes se han utilizado para aminorar los efectos nocivos
cardiovasculares de la Diabetes. El EVv, por su contenido de proantocianidinas
polifendlicas tiene una demostrada accion antioxidante in vitro, superior a las
vitaminas C y E por si solas o en combinacion.

Por estas razones expuestas en el presente trabajo, se planteé determinar
la eficacia del EVv en la prevencion de la DE vascular provocada por una

concentracion elevada de glucosa.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Endotelio Vascular

El endotelio vascular es un tejido epitelial unicelular, multifuncional y de
gran plasticidad. Actua como una barrera mecanica semipermeable entre la
sangre y el vaso arterial, y ademas, como una glandula autocrina, paracrina y
endocrina (Vane y cols, 1990). Regula el transporte capilar de nutrientes,
hormonas y productos de desecho metabdlico entre la sangre y los tejidos, la
proliferacion del musculo liso, la agregacién plaquetaria, la adhesion de
monocitos, la hemostasis, la trombolisis, la inflamacion, algunas respuestas
inmunes, la produccion de radicales libres y regulacion del tono vascular (Vogel,
1997). Esta regulacion del tono vascular, se debe a un equilibrio de sustancias
vasoconstrictoras y vasorrelajadoras (Rojas y Morales. 2003). Las sustancias que
producen contraccién son la ET-1, el tromboxano A; y la angiotensina Il y las que
producen relajacién son la prostaciclina, la bradicinina, el EDHF y el factor
relajante derivado del endotelio u NO.

ElI NO es el relajante mas potente del organismo. Fisicoquimicamente es un
gas anfipatico, que difunde a través de las membranas facilmente (Furchgott y

Zawadsky, 1980; Ignarro y cols, 1987). (Fisiologia del endotelio, Anexos)

Contraccion del musculo liso

El principal responsable de la contraccidon del musculo liso vascular es el idn
calcio. Frente a un estimulo agonista alfa-adrenérgico, como el producido por la
FE, se produce una contraccion caracteristica de dos fases. La primera fase,

transiente, exhibe un comienzo rapido (menos de un minuto), debido a la salida de

10



ion calcio desde el reticulo sarcoplasmico hacia el citoplasma. Debido a lo anterior,
se produce una despolarizacion de la membrana que induce la apertura de
canales de calcio voltaje dependiente, permitiendo la entrada del calcio
extracelular. Esta segunda fase, sostenida, presenta un desarrollo temporal mas

lento. (Karaki y cols, 1997)

Relajacion del musculo liso

La relajacion del musculo liso vascular puede ocurrir por diferentes
mecanismos, por ejemplo: El uso de agentes antagonistas de calcio, bloquean la
apertura de los canales de calcio voltaje dependiente, al igual que las sustancias
que activan la apertura de canales de potasio, que inducen la hiperpolarizacién del
potencial de membrana e inhiben la apertura de los canales de calcio voltaje
dependientes, con la consiguiente disminucion de la concentracion de calcio, lo
que disminuye la capacidad de contraccidén del musculo liso (Weston y cols. 1992).

El mecanismo principal del NO es activado a través de receptores de
membrana, difundiendo hacia el musculo liso, donde estimula la enzima guanilato
ciclasa, la cual aumenta el GMPc y provoca una disminucién de la concentracion
de calcio (Waldman y cols. 1988). Un mecanismo similar es a través de la
prostaciclina, que actua a través de la adenilato ciclasa, induciendo el aumento del

AMPc (Karaki y cols. 1997).

Hiperglicemia
La hiperglicemia en la diabetes, es el factor metabdlico mas importante

relacionado con la microangiopatia (Lorenzi y cols, 1986) y parece ser un
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importante causante del desarrollo de complicaciones micro y macrovasculares
(Inoguchi y cols, 2003). Este hecho fue confirmado por el estudio DCCT para la
microangiopatia en el caso de la diabetes tipo 1 y corroborado por el United
Kingdom Prospective Diabetes Study, publicado a fines de 1998 para el caso de la
diabetes tipo 2.

Diferentes mecanismos bioquimicos vy fisiopatolégicos han sido propuestos
para explicar los efectos adversos de la hiperglicemia en células vasculares

(Greene y cols. 1987; Baynes, 1991; Sheetz y cols. 2002)

Activacién proteina quinasa C

Entre estos mecanismos esta ampliamente aceptado que los niveles altos
de glucosa inducen la activacion persistente de la via del DAG- PKC (Craven y
cols. 1989; Wolf y cols. 1991; Inoguchi y cols. 1992).

La PKC es una enzima que pertenece a una familia de serina-treonina
quinasas que son activadas por fosfolipidos acidos (Takai y cols. 1977),
particularmente por fosfatidilserina, pero que poseen diferentes requerimientos de
calcio, DAG y ésteres de forbol para su activacion. En la diabetes, la PKC esta
consistentemente aumentada, esto genera como efecto la activacion de
fosfolipasa A, aumentando el acido araquidénico lo que estimula la produccion de
tromboxano A, Ademas la PKC, inhibe la bomba de Na*-K", al parecer mediante
la produccion de la prostaglandina E,. Esta inhibicion facilita la contraccion del
musculo liso. También estimula la produccién de vasoconstrictores como la ET-1,

puede inhibir la eNOS, y puede activar o inhibir la iINOS.
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Ademas, concentraciones elevadas de glucosa producen un aumento en la
produccién de ‘novo” de DAG, activando la PKC, que a su vez estimula a la
NADPH oxidasa (Inoguchi y cols. 2003), esta ultima enzima considerada por
algunos autores como la mas importante fuente de produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en los vasos sanguineos (Mohazzab y cols, 1994;
Griendling y cols. 1994; Rajagopalan y cols. 1996). Ademas existe un feedback
positivo, por el cual los radicales libres generados por Ila PKC activan la
fosfolipasa D que hidroliza la fosfatidilcolina y asi provocar nuevamente la
activacion del DAG y PKC (Gutterman, 2002).

La NADPH oxidasa es un complejo enzimatico de membrana plasmatica
que oxida el NADPH citosolico a NADP+ y red de oxigeno, con la concomitante
liberacion de radical superéxido. En solucién los radicales superdxido son
rapidamente convertidos en peréxido de hidrégeno que a su vez genera radicales
hidroxilo. Los tres compuestos son muy reactivos pudiendo dafar proteinas,
lipidos y acidos nucleicos.

Otro mecanismo de producciéon de RL y ROS son la Glicosilacion no
enzimatica de proteinas, junto con la teoria del sorbitol o via de la “Aldosa

reductasa”, descritas en Anexo.

Estrés oxidativo

En condiciones normales la célula mantiene un estado de equilibrio redox
caracterizado por un balance entre la produccion de especies prooxidantes, tales

como las especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno, y su consumo mediante
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sistemas enzimaticos y no enzimaticos. Si este equilibrio se rompe, ya sea por un
aumento en la cantidad neta de prooxidantes, una disminuciéon en la capacidad
antioxidante de la célula, o ambas, estamos en la presencia de un estado de

estrés oxidativo (Sies 1986, Videla 2000).

Este proceso produce dafo celular y ha sido asociado a procesos
fisiologicos como el envejecimiento (Cao y cols. 1995) y también a diferentes
patologias como aterosclerosis, cancer, enfermedades neurodegenerativas,
inflamatorias, y otras (Lunec, 1990). El dafno oxidativo depende del balance entre

la generacién de radicales libres y el sistema antioxidante del organismo.

Por nuestro metabolismo aerdbico la reduccion del oxigeno genera
especias reactivas, entre ellos algunos RL. Se define RL como aquellas moléculas
que en su estructura atbmica presentan un electron desapareado o impar en el
orbital externo, dandole una configuracién espacial de alta inestabilidad. En la
molécula de oxigeno se conocen las siguientes especies reactivas: anidn
superoxido, radical hidroxilo, peroxido de Hidrogeno y oxigeno singulete, estos dos

ultimos no son RL.

Las principales fuentes productoras de radicales libres son:

e Mitocondria: durante el proceso de fosforilacion oxidativa, el sistema de
transporte mitocondrial no es perfecto y se producen idénes superdxido cuya
dismutacion enzimatica conduce a la formacion de peroxido de hidrogeno

(Turrens, 1994)
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e Leucocitos: excepto Linfocito T y B, constituyen una fuente importante cuando
se activan por diversas proteinas que actuan especificamente sobre ellos
(complemento, interleuquinas, etc), poseen en sus membranas la enzima
NADPH oxidasa generadora de O; que en presencia de hierro se transforma
en OH-. Esta situacién se da particularmente en los procesos inflamatorios.

(Market y cols, 1984.)

La enzima xantina dehidrogenasa, esta presente en los endotelios. Su
funcion es la depuracion de las xantinas que son productos del consumo del ATP,
formando acido urico. La enzima como tal, se comporta como oxidante cuando
sufre un cambio en su estructura molecular ante diversas noxas virando a la forma

oxidasa.

Disfuncion Endotelial

Se define DE como la pérdida parcial o total de las funciones de las células
endoteliales y se caracteriza por un desbalance entre los factores de relajacién y

contraccion del endotelio (Egashira y cols, 1993, Anderson y cols. 2003).

La DE representa la pérdida de la capacidad del endotelio para modular el
tono vascular y para inhibir los procesos de agregacion plaquetaria, adherencia de

neutrofilos y de proliferacion celular.

La DE ha sido asociada a un gran numero de patologias como: Diabetes,

Hipertension arterial (Li y cols, 1997), Hipercolesterolemia, Aterosclerosis
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(Vanhoutte, 1991) e Insuficiencia Cardiaca (Kubo y cols, 1991; Buikema y cols,

1993; Ueno, 1994; Wang y cols, 1994; Vanhoutte, 1998)

La reduccién de los factores relajantes dependientes del endotelio ha sido
demostrada en arterias de diferentes modelos experimentales de hipertension
(Bell 1993; Boegehold 1993; Konishi y cols. 1993; Vanhoutte y cols. 1995). En
concordancia con ello, se ha comprobado la reduccion de la respuesta
vasodilatadora a la ACh y otros vasodilatadores mediados por endotelio en
pacientes hipertensos, (Linder y cols. 1990; Panza y cols. 1990; Panza y cols.
1993; Panza y cols. 1995; Taddei y cols. 1995; Higashi y cols. 1995; Kelm y cols.
1996; Li y cols. 1997) mientras que ello no ocurre por la accion de vasodilatadores

exogenos independientes del endotelio.

La hipercolesterolemia inducida por dietas hipergrasas altera la relajacion
endotelio dependiente (Shimokawa y cols. 1989; Kolodgie y cols. 1990). En
humanos con arteriosclerosis y/o hipercolesterolemia, las relajaciones endotelio-

dependientes se hallan asimismo alteradas ( Fosterman y cols. 1988)

La DE ocurre en ausencia de engrosamiento de la intima y puede constituir
un evento patogénico precoz en la arteriosclerosis (Redy y cols. 1994), las
respuestas anormales con la acetilcolina se hallan directamente ligadas a los

factores de riesgo en la enfermedad coronaria.
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Vitis vinifera

La vid es originaria de Asia menor, especialmente de la region del Mar
Caspio. Luego fue introducida en Europa y mas tarde en el resto de los
continentes. Esta vitacea, materia prima del vino, despertd el interés cientifico
desde que se reconociera la “paradoja francesa”, en la que se observd una
menor frecuencia de accidentes cardiovasculares del pueblo francés respecto a
otros pueblos del mundo desarrollado, manteniendo una dieta rica en grasas
saturadas. Investigando en forma mas exhaustiva, se pudo determinar que gran
parte de la poblacién francesa era consumidora de vino, lo cual llevé a pensar que
en la vid existirian sustancias con determinadas cualidades protectoras.

El extracto seco de Vitis vinifera, es rico en flavonoides. Algunos de estos
son las proantocianidinas, compuestos vasoactivos de comprobada actividad
antioxidante (vease en Anexo) y antielastasa (Jonadet y cols. 1983; Meunier y
cols. 1989). En ese sentido, han demostrado poseer propiedades captadoras de
radicales superoéxido, e hidroxilo e inhibidoras de la peroxidacién lipidica, (Ozaki y
cols 1990) de igual manera que lo hacen los antociandsidos de Vaccinum myrtillus
y Ribes nigrum (Uchida y cols. 1987; Ozaki y cols. 1990; Maffei y cols. 1994),
siendo mas activas aun que los compuestos antioxidantes de G. Biloba, vitaminas
E (1000 veces mas), C (575% mas eficaz), betacaroteno (575% mas eficaz) y que
los taninos condensados de Cupressus sempervirens. (Bagchi 1997; Alonso
1998).

Las proantocianidinas también son conocidos como taninos condensados o
polimeros de catequina. Las proantocianidinas poseen una alta capacidad

antioxidante, como capturador de radicales libres e inhibidor de la peroxidacion
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lipidica; también se ha demostrado que tiene propiedades hipotensoras
(Andriambeloson y cols, 1997; Ajay y cols. 2003), angioprotectoras vy
vasorrelajadoras (Diebot y cols. 2001).

La principal fuente natural de proantocianidinas la constituye el orujo y el
tegumento de las semillas de la uva negra (Vitis vinifera) aunque también se
encuentra en un gran numero de frutos y plantas de colores rojo, azul y purpura
(Mullins, 1992). Las proantocianidinas son las responsables de las propiedades

astringentes de las frutas.

Estas poseen una absorcion oral incompleta, alcanzandose la
concentracion plasmatica maxima a los 45 minutos, la vida media de dosis uUnica
es de 5 horas, sus metabolitos son excretados principalmente por el riidn, y un
45% de la dosis es eliminada intacta a través de las heces. Presentan un perfil de

baja toxicidad y no se han descrito efectos colaterales.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Objetivo General

Determinar la capacidad de prevencion del extracto seco estandarizado de

semilla de Vitis vinifera en la disfuncion endotelial provocada por una alta

concentracion de glucosa, el cual fue administrado en anillos adrticos de ratas

macho Sprague Dawley, mediante un procedimiento in vitro.

Objetivo Especifico

Reproducir un modelo experimental in vitro de disfuncién endotelial
vascular provocada por una alta concentracién de glucosa en
anillos adrticos de rata macho Sprague Dawley.

Determinar el efecto del extracto seco estandarizado de semilla de
Vitis vinifera, en la disfuncién endotelial vascular provocada por una
alta concentracion de glucosa en anillos adrticos de rata macho
Sprague Dawley.

Determinar si se previene la disfuncién endotelial vascular provocada
por una alta concentracion de glucosa en presencia de un
secuestrador de radicales libres, como es el dimetilsulfoxido, en
anillos adrticos de rata macho Sprague Dawley.

Determinar si se logra prevenir la disfuncion endotelial vascular
generada por una alta concentracion de glucosa mediante
indometacina, inhibidor de la COX-1, en anillos adrticos de rata

macho Sprague Dawley.
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Preguntas de Investigacion
¢ Es prevenible la Disfuncion Endotelial Vascular inducida in vitro en anillos
aorticos de rata macho Sprague Dawley, por una alta concentracion de glucosa,

con la adicion del extracto estandarizado de semilla de Vitis vinifera?

Justificaciéon

En Chile como en el resto del mundo las enfermedades crénicas no
trasmisibles, entre las que se cuentan los trastornos cardiovasculares, se
encuadran dentro de las primeras causas de morbi-mortalidad. Actualmente se
reconoce a la disfuncion endotelial como una alteracién que precede a la
manifestacion de patologias cardiovasculares. No obstante, también puede ser
una consecuencia de gran diversidad de patologias que tienen en comun una
exacerbacion del estrés oxidativo, tales como ateroesclerosis, hipertension,
dislipidemia, envejecimiento y diabetes. Este tema es de vital importancia si
consideramos que sélo en Chile en el afio 2000 fallecieron 78.814 personas por
enfermedades del sistema circulatorio, ocupando con un 27.9 %, el primer lugar
de las defunciones por grupos de causas de muerte (Anuario de estadisticas
vitales 2001)

Estos aspectos determinan la importancia de estudiar posibles alternativas
que puedan conducir a una reversion temprana del proceso de disfuncién
endotelial, provocado por diversas causas. Diversos estudios preclinicos y
clinicos han senalado que la disfuncion endotelial puede ser revertida con
antioxidantes como la vitamina C y E. En experimentos in vitro se establecié que el

extracto estandarizado de semilla de Vitis vinifera (Torres y Vera 2003), rico en
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polifenoles, es mas eficiente que estas vitaminas como secuestrador de especies
radicalarias derivadas del oxigeno, tales como el anion superéxido. Ademas se ha
podido comprobar que este extracto resulta bastante eficaz en el control del
estrés oxidativo en experimentos in vivo en animales sometidos a isquemia y

reperfusion.

TIPO DE ESTUDIO

Correlacional

DISENO DE INVESTIGACION

Experimental in vitro

HIPOTESIS DE INVESTIGACION

H1: el tratamiento con extracto seco estandarizado de semilla de Vitis vinifera
(EVv) previene la aparicion de disfuncion endotelial vascular, provocada por

glucosa 46 mM, en anillos adrticos de rata macho Sprague Dawley.

HO;: el tratamiento del EVv no previene la aparicion de disfuncion endotelial

vascular, provocada por glucosa 46 mM en anillos adrticos de rata macho

Sprague Dawley.
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H2: el tratamiento del EVv previene en un 100% la aparicion de la disfuncion
endotelial vascular, provocada por glucosa 46 mM, en anillos aorticos de rata

macho Sprague Dawley.

VARIABLES
1. Extracto seco estandarizado de Vitis vinifera (Variable independiente)
a) Definicion Conceptual:
Extracto seco liofilizado de semilla de Vitis vinifera, estandarizado por el
Laboratorio Garden House S.A, a un 85% de proantocianidinas. (Diebolt y cols.

2001)

b) Definicion Operacional:
Dosis necesaria para prevenir la disfuncién endotelial, a una concentracion

de 5.35 ng/ml de extracto seco de Vitis vinifera, durante 20 minutos.

2. Disfuncién Endotelial (Variable Dependiente)
a) Definicion Conceptual:

Desbalance en los factores de relajacion y contraccién derivados del
endotelio; alteracion en la funcion del endotelio, modificacién de la relajacion

vascular. Disfuncién vascular endotelial. (Scalbert y cols. 2000)

b) Definicion Operacional:
Cuantificacion de la relajacion vascular en respuesta a dosis crecientes de

acetilcolina, medido en preparaciones de anillos de aorta toracica aislada de rata,
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previamente contraidas con fenilefrina. Uso de instrumento: poligrafo Grass

(modelos 7D y 5D).

2. Desconcertantes:
a) Variacion interindividual de las ratas Sprague-Dawley.
b) Variacion inter-ejecutor de la manipulacion del experimento.

c) Variacion de la respuesta de relajacion en funcion del tiempo.

Las variables desconcertantes fueron controladas respectivamente con: una
contraccion y relajacion inicial, que permitio verificar el estado normal de las
aortas, con la asignacién de funciones especificas durante los experimentos, y por

ultimo con el grupo control.
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MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Se utilizaron 12 ratas macho de la cepa Sprague Dawley, con un peso
promedio de 311,4 g (280 g — 330 g). Las ratas se adquirieron en el Bioterio
Central de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Las condiciones
estandares de manejo de animales de experimentacion, mantenidas con
alimentacion normal y agua ad libitum, bajo las normas internacionales dadas por
la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, publicada por el

National Institute of Health (publicacion 85-23, revision 1985).

DISENO EXPERIMENTAL

Las ratas fueron distribuidas aleatoriamente en 5 grupos, a las cuales se les
extrajo la aorta toracica y se obtuvieron anillos adrticos de éstas, los que fueron
tratados in vitro, como se describe a continuacion.

Se realiz6 un grupo control, el cual tiene por objetivo avalar el
procedimiento a seguir en el experimento, actuando como un instrumento de

validez interna.

Grupos experimentales:
1. GRUPO 1 o Glucosa 46mM (n=8):
1. Control: Contraccion con fenilefrina (FE) 1uM vy relajacion con alicuotas a

concentraciones crecientes (1x10° M a 1x10™* M)de ACh.
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. Tratado: Incubacion con KHm conteniendo Glucosa 46mM por 60
minutos, renovando la solucion cada 15 minutos; se realiza una
contraccion con FE 1uM y se procedié a relajar con concentraciones

crecientes (1x10® M a 1x10™ M) de ACh.

GRUPO 2 o Tratado con EVv y Glucosa 46mM (n=9):

. Control: Contraccion con FE 1uM vy relajacion con alicuotas a
concentraciones crecientes (1x10® M a 1x10™* M)de acetilcolina (ACh).

. Tratado: Incubacion por 20 minutos con 5.35 ng/ml de extracto seco
estandarizado de Vitis vinifera, adicionado al KHm conteniendo Glucosa
46mM por 60 minutos, renovando la solucion cada 15 minutos; se realizo
una contraccién con FE 1uM y se procedio a relajar con concentraciones

crecientes (1x10% M a 1x10™* M) de ACh.

GRUPO 3 o tratado con DMSo y glucosa 46mM (n=3):

. Control: Contraccion con FE 1uM vy relajacion con alicuotas a
concentraciones crecientes (1x10® M a 1x10™* M) de acetilcolina (ACh).

. Tratado: Incubacion con DMSo 100mM junto con KHm a una concentracion
de 46mM de Glucosa por 60 minutos; manteniendo las mismas
concentraciones de DMSo y Glucosa, se realizo la contraccién con FE 1uM
y relajaciéon adicionando alicuotas sucesivas para lograr en el bafo

concentraciones crecientes (1x10° M a 1x10™ M) de ACh.
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4, GRUPO 4 o o tratado con Indometacina y glucosa 46mM (n=6):

1. Control: Contraccién con FE 1uM vy relajacion con la adicion sucesiva de
alicuotas para alcanzar en el bafio concentraciones crecientes (1x10° M a
1x10™* M)de ACh.

2. Tratado: Incubacion con Indometacina (10uM) junto con una concentracion
de 46mM de Glucosa por 60 minutos; manteniendo las mismas
concentraciones de Indometacina y Glucosa, se realizd la contraccion con
FE 1uM vy relajaciébn con alicuotas sucesivas para alcanzar en el bafo

concentraciones crecientes (1x10% M a 1x10™* M) de ACh.

INDUCCION EXPERIMENTAL DE HIPERGLICEMIA:

La induccion de la alta concentracion de glucosa experimental se realizé
mediante el método descrito por Tesfamariam y cols.,1990 y por Cosentino y cols.
2003. Se aumentd 4 veces la concentracion normal de glucosa en el KHm
(46mM), manteniéndose en los bafios durante 60 minutos y durante la contraccion
y relajacion de la aorta.

Se determind la disfuncion endotelial a través del poligrafo Grass (modelos
7D y 5D), método implementado por Morales y cols. 1998; el cual consiste en
realizar eutanasia a las ratas, para obtener la aorta y realizar la preparacion de los
segmentos de aorta, midiendo la funcionalidad endotelial en el poligrafo del

laboratorio de Farmacologia.
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TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

Posterior a la ejecucion del grupo 1, se realiz6 en el grupo experimental 2 la
EVv (5,35 ng/ml), agregando 10 ml de KHm con una concentracion de glucosa
normal (11,5mM), mas los 100ul de EVv en cada bafio por 20 minutos previos a la
exposicion de concentraciones altas de glucosa (46mM) e inmediatamente
después la relajacion.

El extracto seco estandarizado de Vitis vinifera fue disuelto en agua
destilada, que se preparé6 momentos antes de su administracion. Al grupo control
se le administré en el bafio 10 ml de KHm con una glucosa normal y se les agregdé
100ul de EVv (Torres y Vera 2003).

El grupo experimental 3 se incubé con DMSo a 100 uM junto con KHm con
glucosa 46 mM, para ésto se extrajo 71 ul del frasco a temperatura ambiente,
agregandolo directo al bafio de los anillos adrticos (Peters y cols.2000)

En el grupo experimental 4 se realizé un procedimiento similar al anterior,
donde se incubo6 con Indometacina 10 uM junto con KHm alto en glucosa (46mM).
La Indometacina se disolvié en etanol absoluto una concentracion de 40 uM y se
extrajo 50 ul de la solucién para agregarlo al bano de los anillos adrticos (Cordero

1996).

DETERMINACION DEL GRADO DE DISFUNCION ENDOTELIAL
La relajacion inducida por ACh en los anillos adrticos de los grupos
experimentales 1, 2, 3 y 4 fue comparada con los valores de relajacién obtenidos

en los anillos adrticos de los grupos controles respectivos, expresados como
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porcentaje respecto de la contraccion maxima alcanzada con FE (1uM.). La
alteracion significativa (p < 0.001) de la respuesta maxima control fue definida
como disfuncion endotelial.

El grado de disfuncion endotelial se determiné a la concentracién de ACh,
que indujo la maxima relajacion en los anillos adrticos del grupo control y se
expres6 como el valor porcentual de la diferencia entre la relajacion maxima

observada en el grupo tratado en relacion a su respectivo grupo control.

OBTENCION Y PREPARACION DE LOS SEGMENTOS DE AORTA

Las ratas de todos los grupos experimentales se sacrificaron con una
sobredosis de halotano (Zeneca Laboratories, Inglaterra), se les realizo
neumotdrax con el fin de extraer un segmento de aorta toracica, se limpio el trozo
de aorta del tejido graso, conectivo y restos de sangre coagulada, cuidando de no
danar el tejido endotelial (Morales y cols. 1998); el trozo de aorta se lavd en
solucién KHm a 37°C.

Del segmento inmediatamente inferior al cayado aodrtico, se cortaron cuatro
anillos de una longitud aproximada de 2 a 3 mm. Dos ganchos de acero
inoxidable, atados cada uno a un hilo de seda de 15 cm de longitud, fueron
introducidos a través del lumen de cada anillo adrtico y éstos se colocaron en el
interior de banos de vidrio de doble pared llenos con 10 ml de solucion KHm,
termorregulados a 37,0°C + 0,5°C° mediante un bafio de recirculacién (Lauda
Thermo-Temp) y constantemente burbujeados con carboégeno (95% H>O y 5%

COy). Los anillos adrticos se fijaron mediante el hilo de sus ganchos, uno al fondo
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del bano y, el otro, a un transductor de fuerza Grass FT-03, conectados a
poligrafos Grass (modelos 7D y 5D) para la determinacion de la contraccion
isométrica. (Figura 1, Apéndice 1)

Los anillos aodrticos fueron sometidos a una tension basal de 1,5g y se
estabilizaron en solucion KHm por un periodo de una hora (estabilizacion),
cambiando la solucién cada 15 minutos para evitar la acumulacion de metabolitos.

Tanto las contracciones como las relajaciones inducidas en los anillos
aorticos, fueron expresadas como porcentaje de relajacidn respecto de la
contraccion maxima inducida por FE, estandarizado al peso seco de la aorta
ensayada. Los valores absolutos de contraccion se expresaron en unidades

miliNewton, mN.
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Figura 1: Esquema del sistema utilizado para el montaje de los anillos adrticos y

el registro de su contraccion y relajacion.

T.F. : Transductor de Fuerza FT 03

Poligrafo1 : Grass 5D

Poligrafo 2 : Grass 7D
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CONTRACCION CON FE

Después del periodo de estabilizacion, los anillos adrticos fueron contraidos
con 1 yM FE hasta alcanzar una contraccion maxima estable, o de meseta, para
luego relajarlos, lavando el tejido con solucion KHm a 37°C.

Este procedimiento de contraccion-relajacion se repitid de tres a cuatro
veces, hasta lograr una respuesta contracti maxima estable. Después de un
tiempo de recuperacion de 20 a 30 minutos entre cada ciclo y, una vez alcanzada
la respuesta contracti maxima estable, los anillos aodrticos estuvieron en
condiciones para realizar el protocolo de relajaciéon con ACh, como se describe a
continuacion.

Los anillos adrticos que se consideraron en el estudio sélo fueron los que
superaron una contraccion minima de 4,9mN, equivalentes a un desplazamiento

de 9,5 mm en el papel de inscripcion poligrafica.

RELAJACION INDUCIDA POR ACH

Para la obtencién de graficos concentracién de ACh versus relajacion, a los
anillos aorticos precontraidos con FE 1uM y estabilizados en 10 mL de KHm, se
les adiciond sucesivamente alicuotas de concentraciones crecientes de ACh para
alcanzar en el bafio un rango de 1x10®M a 1x10* M. Las alicuotas fueron

calculadas considerando la correccion de volumen por la adicion anterior.
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DETERMINACION DE DOSIS DE EXTRACTO DE VITIS VINIFERA
Se utilizé como referencia la dosis determinada en la tesis Torres y Vera,
2003, de 5,35 ng/ml, concentracién de EVv que no indujera una relajacion per se

mayor a un 10 %.

SOLUCIONES, SALES Y FARMACOS

La composicion de la solucion KHm fue la siguiente (en mM): NaCl 122; KCI
4,7; CaClax2H,0 2,0; MgCI2x6H20 1,2; KH,PO4 1,2; NaHCO3; 15,5; EDTA 0,021;
Glucosa 11,5. La solucidon se preparé en agua destilada, equilibrada por
15 minutos con carbdgeno (95% H2O y 5% CO2; AGA Gases Médicos, Santiago,
Chile) y ajustada a pH 7,40 + 0,10 con HCl al 10% (v/v) o con NaOH 0,1N.

Las sales necesarias para la preparacion de la solucion KHm vy las
soluciones requeridas para ajustar el pH, fueron de grado analitico con al menos
99,5% de pureza. Se utilizé (L)-fenilefrina, acetilcolina-HCI (Sigma Chemicals, St.
Louis, Mo, USA).

El extracto seco estandarizado de semilla de Vitis vinifera (IH636), con 85%
proantocianidinas (polifenoles) p/p (0,8 mg de polifenoles por miligramo de
extracto seco), fue gentiimente donado por Laboratorios Garden House S.A.,
Santiago, Chile.

Todos los compuestos fueron disueltos en agua destilada para
administracion en los bafos, en solucion KHm, pH 7,40 a 37°C, para su adicion al

bafo de érgano.
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ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados son expresados como la media + el error estandar de la
media (EEM) para todas las mediciones obtenidas de los 5 grupos experimentales.
Se realizd el test estadistico t de Student, para analizar las diferencias entre

controles y tratados. Se fijo el nivel de confianza en al menos 95% (p < 0,001).

(Tabla1,2,3y4)
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RESULTADOS

La respuesta contractil y relajacion de anillos adrticos representativas del
grupo control, grupo 1 (glucosa 46mM) y grupo 2 (EVv), se observa en la figura 2.
Las curvas se caracterizaron por tener una contraccion de fase ascendente rapida
continuada de una fase de evolucidn temporal mas lenta hasta alcanzar una

contraccion maxima estable (CME) o de meseta.

Control

En el grupo control, la primera y la segunda relajacion fueron dependientes
de la concentracion de ACh y no se apreciaron diferencias significativas que
reflejara un cambio dependiente en el tiempo de aplicacion de ambos protocolos
de relajacion. EI maximo de relajacion promedio observado fue de 97.72 % +
1.19%. La CME de los grupos controles fue de 9,86 mN + 2,72 mN, con un n=9.
(Apéndice 2, registros poligraficos representativos de grupo Control, tratado con

glucosa 46mM y tratado con EVv y glucosa 46mM)

Efecto KHm-glucosa 46mM sobre la relajacién de anillos adrticos

Los registros obtenidos de los anillos adrticos incubados con KHm glucosa
(46 mM), evidenciaron una alteracion de la relajacién inducida por ACh vy
dependiente de endotelio. Como se observa en la Tabla 1 y en el grafico |, tras
60 minutos de exposicion a KHm glucosa 46mM, se indujo un significativo
(P<0,001) desplazamiento con respecto a la curva control de la primera relajacion,

alcanzando una relajacion maxima de 46.31% + 3.13%, que equivale a una
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disminucion en 49.93% respecto al grupo control (n=6). Las curvas observadas

son concentracion-dependientes y de tipo sigmoideas.

Desarrollo de contraccion en anillos aérticos KHm-glucosa 46mM
Como resultado de la incubacién con Glucosa 46 mM, no se observaron

cambios en las contracciones maximas inducidas por FE 1uM.

Efecto de EVv sobre los anillos aérticos incubados con KHm-Glucosa 46mM
Los valores de relajacion obtenidos en el grupo 2 (Glucosa 46mM + EVv)

alcanzaron un maximo de 94,89% + 2,6%. No se apreciaron diferencias

significativas (P<0,001) en los valores de relajacion del grupo 2 con respecto a su

control (Tabla 2, Grafico II).

Efecto de DMSo sobre los anillos aérticos incubados con KHm a una
concentracion alta en Glucosa (46mM)

Los registros obtenidos del Grupo experimental 3 (Glucosa 46mM + DMSo),
muestran que en presencia de DMSo la relajacion de los anillos adrticos

inducida por ACh fue de 100% (Tabla 3 y grafico Ill).

Efecto de Indometacina sobre los anillos aérticos incubados con KHm-
glucosa (46mM)
Los anillos aorticos del grupo 4 mostraron que no existio diferencia

significativa (P<0.001) entre el estudio experimental y su control, los cuales
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llegaron a valores maximos de relajacion de 89.36% + 2.835%, lo cual se puede

observar en la Tabla 4 y grafico IV.

Tabla 1: Efecto de Glucosa 46mM sobre la relajacion de anillos aérticos inducida
por acetilcolina. Valores corresponden al promedio de la relajacién (%) + EEM,

n=8, tanto para el control como para el tratado con glucosa 46mM.
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Ach [M] Control (11,5 mM) Glucosa (46mM) % DE P
1x10® 5,15+1,22 1,43 +1,22
5x10°% 27,80 + 1,67 4,94+ 1,76
1x107 47,78 + 7,58 10,45 + 2,88

2,5x 107 63,58 + 7,69 21,22 +3,55

5x1077 76,86 + 5,37 32,29 + 3,01
1x10° 81,61 +4,54 40,81 +2,70
5x10° 96,24 + 1,34 45,77 + 3,19
1x10” 94,24 + 1,34 46,31 +3,13
1x10™ 94,24 + 1,34 46,31 + 3,13
1x10” 94,24 + 1,34 46,31 +3,13
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GRAFICO I: Curva de relajacion inducida por acetilcolina en presencia de KHm a
glucosa 46mM con respecto a su control. Los valores son expresados en

porcentajes de relajacion + EEM, n=8



Tabla 2: Efecto de Glucosa 46mM previa incubacién con Evv (5,35 mg/ml) sobre
la relajacion de anillos aodrticos inducida por acetilcolina. Valores corresponden al
promedio de la relajacién (%) + EEM, n=9 tanto para el control como para el

tratado con Evv (5.35 mg/ml) + glucosa 46mM.

Control (11,5 mi) EVw + Glucosa

(46mM)

704+ 1,55

405+1,.35

34,03+8,21

24,31+ 8,68

52,18+ 9,16

46,62+ 11,19

T278+ 769

70,24 + 879

83,63+ 547

8l,52+ 5,87

891,58+ 335

88,58 + 4,17

971+ 1,19

84 89+ 261

§771+1,15

894,85+ 2,61

71+ 1,1%

84,85+ 2,61

711118
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GRAFICO IlI: Curva de relajacion inducida por acetilcolina en presencia de KHm a

glucosa 46mM previamente incubado con Evv (5,35 mg/ml), con respecto a su

control. Los valores son expresados en porcentajes de relajacion + EEM, n=9
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Tabla 3: Efecto de Glucosa 46mM en presencia de DMSo sobre la relajacion de
anillos adrticos inducida por acetilcolina. Valores corresponden al promedio de la
relajacion (%) + EEM, n=3 tanto para el control como para el tratado con DMSo +

glucosa 46mM.

Zontrol (11,5 mhd)

Glucosa (démbhd)

+ Do

10,53+ 1,019

6,82+ 2,15

41,46+ 10,86

25,03 +6593

£3,91+ 11,81

55,05+ 10,57

83,28 +£77.57

81,15+ 10,17

83794+ 3,98

B337+545

86,14 +£ 271

97,1128

100,004+ 0,00

100,00 £+ 0,00

100,004+ 0,00

100,00 £+ 0,00

100,00 4+ 0,00

100,00 4+ 0,00

100,004+ 0,00
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GRAFICO IlI: Curva de relajacion inducida por acetilcolina en presencia de KHm a
glucosa 46mM + DMSo, con respecto a su control. Los valores son expresados en

porcentajes de relajacion + EEM, n=3

41



Tabla 4: Efecto de Glucosa 46mM en presencia de Indometacina sobre la
relajacion de anillos adrticos inducida por acetilcolina. Valores corresponden al
promedio de la relajacién (%) + EEM, n=6 tanto para el control como para el

tratado con Indometacina + glucosa 46mM.

Control (11,5 m)

Glucosa (4Emhd)

+ INDO

Te6+ 1,55

6,68 +3,21

34,03 +8.21

18,35 + 549

52,18+ 9,19

33,06+ 8,07

72,78 + 7,69

51,84 + 5,99

83,64 +5.47

71,13+ 6,57

91,594+ 3,393

8056 + 5,67

§772+1,18

88,11+ 361

F172+1.1%

8305+ 515

F172+1.1%

83,36+ 2,54

F72+1,18

89,36 + 2,84
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GRAFICO IV: Curva de relajacion inducida por acetilcolina en presencia de KHm a
glucosa 46mM + Indometacina, con respecto a su control. Los valores son

expresados en porcentajes de relajacion + EEM, n=6
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Comparacion entre grupos experimentales

Al comparar los grupos que fueron tratados con KHm glucosa 46mM, se
puede apreciar la diferencia significativa del grupo Glucosa 46mM con respecto a
los tres grupos restantes a los que se les agregé EVv, DMSo e Indometacina
respectivamente.

Se destaca en la comparacién de los grupos 2, 3 y 4 que no existio
diferencia significativa entre ellos, llegando a la conclusién que no se produjo DE
en estos grupos, lo que demostré la prevencion total de DE del EVv, DMSo e

Indometacina. (Grafico V)
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DISCUSION
Al reproducir un modelo experimental que induce la DE, evaluamos la
capacidad de prevencion del EVv sobre la DE inducida por concentraciones altas
de glucosa.

Se puede apreciar una alteracion en la respuesta relajadora del endotelio,
presentando una disminucion significativa (49,93%) en la respuesta del efecto
maximo (eficacia) inducida por ACh (grafico V),similar a lo obtenida por
Tesfamariam y cols. 1990, en ambos trabajos se utilizé una concentracién de
glucosa cuatro veces mas alta de lo normal, aunque en nuestro caso, para obtener
dicha respuesta fue necesaria una hora de incubacion, a diferencia de
Tesfamariam que incubd durante 6 horas. Esta diferencia pudo deberse a los
animales de experimentacion utilizados, que en el caso de Tesfamariam fueron
conejos.

En este estudio agudo de exposicién a concentraciones altas de glucosa, el
EVv logré prevenir parcialmente la DE, no encontrandose diferencia significativa
en toda la curva de relajacion, respecto al control, después de haber administrado
EVv al bafio e incubado con glucosa 46mM (tabla 2, gréfico Il). EI EVv también fue
capaz de revertir en un 40% la DE generada por diabetes tipo | en ratas
aloxanizadas en un modelo experimental in vivo (Muioz, 2002). En ambos casos
el factor comun de la disfuncion endotelial fue el aumento de la concentracién de

glucosa. (GraficoV)
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Los niveles altos de glucosa son sin duda el rasgo metabdlico
caracteristico de la diabetes Mellitus, ademas de considerarse el factor patogénico
desencadenante de las alteraciones multisistémicas que provoca esta patologia
(Lorenzi y cols, 1986; Inoguchi y cols, 2003).

Si bien, no es del alcance de este disefio experimental determinar el
mecanismo por el cual se produjo la DE, es probable que el papel de los RL y en
especial de los ROS, sea preponderante. Para estudiar lo anterior, se realizé un
experimento con DMSo, reconocido capturador de RL (Peters y cols, 2000),
logrando prevenir completamente la DE (tabla 3 y gréfico 1ll). Esto nos indico que
la produccion de RL estaria implicada en la induccion de DE por alta glucosa,
como lo refiere la bibliografia actual (Triana, 2001; Inoguchi y cols, 2003)

La disminucion de los cofactores NADPH y THB podria inhibir la formacion
de NO en el endotelio, lo que explicaria la disminucion de la relajacion endotelio
dependiente.

La tercera via propuesta como generadora de dafio endotelial vascular por
alta glucosa son los AGEs; la glicosilacion afecta la funcion de proteinas
celulares, especialmente en la membrana de la célula endotelial, sin embargo la
generacion de los productos de glicosilacion avanzada corresponde a un proceso
lento en respuesta a la exposicion cronica a niveles elevados de glucosa (Triana,
2001), lo que no correspondid al modelo agudo utilizado en este disefio
experimental, por lo que se apoya aun mas el rol de los RL en un modelo de
producciéon aguda de DE, donde la vias PKC-DAG y sorbitol serian los principales

generadores de ROS.
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Ademas de los mecanismos propuestos, se postula que altas
concentraciones de glucosa activan la via de la COX (Tesfamariam y cols, 1990)
con el consecuente aumento de factores contractiles derivados de esta via, como
prostaglandinas y tromboxano A;. Por este motivo se realizé un cuarto
experimento que consistid en inhibir esta via mediante Indometacina, inhibidor
especifico de la COX-1, derivando en una respuesta de relajacion endotelio
dependiente sin diferencia significativa respecto al control (tabla 4, grafico IV y V),
coincidiendo nuestros resultados con los descritos en la literatura. De lo que se
deduce que la DE por niveles elevados de glucosa fue provocada, al menos por
dos mecanismos distintos: la via de la COX y la generacion de ROS.

Podemos concluir que existe mas de una via implicada en la DE provocada
por la alta concentracion de glucosa en estado agudo in vitro.

El mecanismo de accion de EVv no se ha dilucidado aun y parece ser
multifactorial (Morales y cols, 2003) entre los posibles mecanismos se describe:
Potente capturador de RL (Ozaki y cols 1990) y relajador per se, por efecto
inhibidor del gen para la trascripciéon (Corder y cols, 2001). Nuestro disefo
experimental no permitié discriminar un mecanismo de accién especifico, sin
embargo, nuestros resultados con DMSo (Grafico V) nos permite especular que el
secuestro de RL estaria involucrada, esto es ampliamente aceptado y hay cada
vez mas literatura que lo respalda (Cosentino y cols., 2003) aunque no se podrian
excluir otros mecanismos.

Cabe destacar que en este modelo se midi6 el grado de DE en funcion de la
respuesta relajadora endotelio dependiente, por lo tanto no sabemos si otras de

las importantes funciones del endotelio se encuentran alteradas, auque es
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esperable. Este hecho es relevante ya que la alteracion de la funcidon endotelial es
considerada actualmente la causa principal de la ateromatosis, lo que
desencadena dos enfermedades de alto impacto en nuestra sociedad: los
accidentes vasculares encefalicos, patologia que esta en aumento y asociada a un
alto indice de discapacidad; e infartos agudos al miocardio, primera causa de

muerte en Chile (Anuario de estadisticas vitales, 2001, INE).
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CONCLUSIONES

Los niveles altos de glucosa durante 60 minutos in vitro produjeron una
disfuncién endotelial de 49.93%.
El extracto seco estandarizado de semilla de Vitis vinifera previno la

disfuncion endotelial inducida por niveles elevados de glucosa (46mM).
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PROYECCIONES

En la actualidad, los fitofarmacos adquieren cada dia mas importancia, es
por eso la necesidad de seguir desarrollando investigaciones para perfeccionar y
aumentar los conocimientos acerca de la terapéutica que emplea estos farmacos.

Nuestro trabajo ha dado pautas que permiten orientar la realizacion de
estudios clinicos, lo que podria conducir a terapias combinadas entre farmacos o
al uso de éstos como coadyuvantes.

Dado que la disfuncién endotelial es la base de las patologias
cardiovasculares, este tipo de terapia surge como una nueva alternativa para
actuar como un complemento para programas de rehabilitacion cardiovascular y
como una herramienta farmacoldgica capaz de mejorar la calidad de vida de las

personas que padezcan algunos de los factores de riesgo de disfuncion endotelial.
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ANEXOS
Fisiologia del endotelio

El NO es sintetizado a partir de la L-arginina a través de la NOS,
produciendo ademas de NO, L-citrulina (Cooke, 1992). Ademas de la L-Arginina,
se requiere también de cuatro cofactores para la formacién del NO: FMN, FAD,
THB y NADPH. Existen 3 diferentes tipos de NOS: inducida, neuronal y endotelial;
estas 2 ultimas son constitutivas (Knowles y cols.1994). Una vez producido, el NO
difunde hacia la tunica media del musculo liso, estimulando la guanilato ciclasa en
la célula muscular. Esto hace aumentar los niveles de GMPc, disminuyendo los
niveles citosolicos de calcio, lo que produce relajacion (Waldman y cols. 1988). El
NO también actua en la defensa contra infecciones, la plasticidad de la sinapsis
(Kato y cols. 1993) y en la reproduccién (McCann y cols, 1996). También se ha
establecido que inhibe la agregacion y adhesion de monocitos y plaquetas al
endotelio (Radomski y cols. 1987), bloquea la activacion de leucocitos (Kubes y
cols, 1991) la oxidaciéon de lipoproteinas de baja densidad e inhibe la secrecién de
insulina (McDaniel, 1996).

La prostaciclina es un eicosanoide derivado del acido araquidénico que
actua por medio de la COX aumentando el AMPc en plaquetas y células
musculares lisas vasculares (Newby y cols. 1990). La sintesis de esta sustancia se
realiza preferentemente a nivel de la tunica media y adventicia. La sintesis de
prostaciclina también ha sido puesta en evidencia en las células intersticiales de la
médula renal, los glomérulos de la corteza, adipocitos humanos, fibroblastos de la
piel en leucocitos y células de la mucosa gastrica. Esta sustancia actua en forma

sinérgica con el NO.
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Otro mecanismo de relajacion es por medio del factor hiperpolarizante
derivado del endotelio (EDHF). La naturaleza quimica del EDHF no esta clara. En
algunos vasos, los acidos epoxieicosatrienoico, formados a partir del acido
araquidénico por la accion del citocromo P-450, podrian corresponder al EDHF
(Campbell y cols. 1996). La hiperpolarizacion de las células del musculo liso
inducidas por el EDHF estan mediadas por un aumento del movimiento de K*, sin
embargo, no se ha establecido en forma definitiva cual es el tipo de canales de K*
involucrados, aunque parecen ser calcio dependientes en lugar de K'/ATP
dependientes (Taylor y cols. 1988; Vanhoutte y cols. 1996). Estudios fisioldgicos
anteriores han demostrado que la ACh y otros dilatadores endotelio-dependientes
causan hiperpolarizaciones endotelio-dependientes y relajaciones que son debidas
al EDHF (Vanhoutte y cols.1996). La contribucion de la hiperpolarizacion en la
vasodilatacién endotelio-dependiente varia en funcion del tamafio de las arterias y
es predominante en los vasos de mayor resistencia (Campbell y cols. 1996). En
las grandes arterias prevalece la accion del NO, pero ante situaciones en que éste
se halla inhibido, el EDHF puede suplir a éste en su funcién vasodilatadora (
Kilpatrick y cols. 1994; Vanhoutte y cols.1996).

Entre las sustancias contractiles esta la endotelina-1 (ET-1), péptido de 21
aminoacidos (Yanagizawa y cols. 1988). La ET-1 es la unica sintetizada por el
endotelio en forma de proendotelina, la cual se transforma en endotelina por una
endopeptidasa. La ET-1 causa relajacion en pequefias cantidades, pero en
grandes cantidades produce una contraccion importante. La produccion de
endotelina es estimulada por fuerzas mecanicas, hipoxia, trombina, arginina

vasopresina, angiotensina Il, interleukina y otros mediadores (Luscher y cols.

69



1991; Dohi y cols. 1992). La producciéon de endotelina puede ser reducida
mediante mecanismos inhibitorios que incluyen vias dependientes de GMPc
activadas por NO (Boulanger y cols. 1991) y péptido auricular (Lusher y cols.,
1992), y vias relacionadas con AMPc activadas por prostaglandinas (Stewart y
cols. 1990).

Ademas existen prostanoides derivados de la via del acido araquidénico
(via de la COX), que actuan en la contraccion (Yang y cols., 1991), como el

tromboxano A; y la prostaglandinas (Tesfamariam y cols. 1990).

Glicosilacion no enzimatica de proteinas

Se define como la union de la glucosa al grupo épsilon amino de la lisina
de las proteinas plasmaticas y tisulares, o al grupo alfa amino terminal de la
cadena polipeptidica, o a los grupos amino de las bases de los acidos nucleicos.
La glicosilacién trae como consecuencia que las proteinas originales modifiquen
su estructura, sus propiedades fisico-quimicas y sus funciones biolégicas. El grado
de glicosilacion dependera de la concentracion de glucosa en el medio y del
tiempo de vida media de la proteina. Casi todas las proteinas del organismo se
glicosilan. Como ejemplos de ellas tenemos: albumina, hemoglobina, colageno,
inmunoglobulinas, etc. Esta modificacion trae unido cambios funcionales y

modificacion del tejido.

Como consecuencia de reacciones quimicas se producen en el transcurso

de pocas horas, productos inestables (base de Shiff) y en dias productos estables
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(productos de Amadori) que estaran en equilibrio en dependencia de los niveles de

glucosa en el medio y del tiempo de vida media de la proteina.

Cuando las concentraciones de glucosa se mantienen altas durante varias
semanas, los productos inestables que se producen en la cascada de reacciones
se estabilizan y se transforman en los llamados productos finales de glicosilacion
AGE (Advanced Glycosylation End Product) (Njoroge y cols. 1989), que no

regresan a su estado original.

Las proteinas modificadas por los AGE se unen a receptores especificos en
las células endoteliales y en los macrofagos para ser catabolizada. Cuando la
Prot-AGE se une al receptor sobre las células endoteliales se estimula la
liberacion del factor tisular, y se desencadena la via extrinseca de la coagulacion.
Por otra parte hay un incremento en la produccion de la ET-1 que induce un
aumento en la vasoconstriccion del vaso, por lo tanto favorece la aparicion de una
DE al unirse la Prot-AGE a sus receptores especificos, con la consecuente
liberacion de citoquinas adversas para las células endoteliales. Esta disfuncion
endotelial provoca en el vaso un incremento en la permeabilidad, una disminucion
en la antitrombogenicidad, una disminucion en la actividad fibrinolitica y el
incremento de la adhesion de plaguetas y monocitos, todo lo cual provoca una

superficie endotelial permeable y trombogénica. (Triana 2001)
Teoria del sorbitol
La teoria del sorbitol, propuesta hace 30 afios (Gabbay 1973), establece

que en presencia de un exceso de glucosa, se produce una saturacion de la
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hexoquinasa. Debido a esto, la enzima aldosa reductasa convierte la glucosa en
sorbitol y posteriormente en fructosa, por accion de la sorbitol deshidrogenasa. El
incremento del sorbitol dafa los tejidos que necesitan insulina y aquellos cuyo
contenido intracelular de glucosa es semejante al plasma (cornea, retina, nervios
periféricos, glomérulo renal y cerebro) (Romero y cols .1996). Estudios
experimentales confirman que la exposicion de células a un ambiente
hiperosmolar, provoca un incremento significativo en el sorbitol intracelular y
reduce la concentracién de mioinositol (Del Monte y cols.1991; Fisher y cols. 1992)
Este seria un mecanismo bioquimico posible por el cual la hiperglicemia podria
deteriorar la funcion y la estructura de las células afectadas por las complicaciones

diabéticas (Lee y cols. 1999).

”

En resumen, el aumento de la actividad de la enzima “aldosa reductasa
estimulada por el aumento de la concentracion de glucosa, transforma a la glucosa
en sorbitol, y este ultimo es metabolizado a fructosa a través de la Sorbitol-
deshidrogenasa produciendo sorbitol, fructosa, disminuciéon del NADPH y aumento
del NADH. EI aumento de la fructosa causa fructosilacion de las proteinas, un
fenomeno muy similar a la glicosilacion. EI consumo de NADPH favorece el
aumento de RL al disminuir el cuociente glutation reducido / oxidado, ademas
aumenta la actividad de la via de las pentosas, activando a su vez a la PKC y
finalmente, el aumento del NADH favorece la sintesis de DAG, estimulando

también la via de PKC.
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Antioxidantes

Se define como cualquier sustancia que en concentraciones normales
posee afinidad mayor que cualquier otra molécula para interaccionar con un RL.
Cediendo un electron y transformandose en un RL debil no toxico, otra forma de
accion es la de los antioxidantes enzimaticos, que catalizan la degradacion

sucesiva de los RL onvirtiéndolos en estructuras quimicas menos agresivas

El sistema antioxidante del organismo se divide en el sistema enzimatico,
constituido por enzimas tales como la SOD, catalasa y glutation peroxidasa y el
sistema no-enzimatico, constituido principalmente por la vitamina E (a-tocoferol),
acido ascérbico, carotenoides ([3-caroteno y licopeno), albumina, acido durico,
bilirrubina y otros (Southorn y cols. 1988; Halliwell y cols.1990). El sistema
antioxidante puede ser reforzado o debilitado por factores externos, tales como la
dieta, ejercicio, tabaquismo, consumo de vitaminas, etc. Asimismo, el consumo de
antioxidantes naturales o sintéticos puede reforzar los mecanismos antioxidantes

del organismo (Dieber-Rotheneder y cols.1991)

Los flavonoides son una clase de pigmentos vegetales hidrosolubles. Los
flavonoides se clasifican en categorias, aunque existe controversia sobre como
dividirlos. En un sistema, los flavonoides se clasifican en isoflavonas,
antocianidinas, flavanos, flavonoles, flavonas y flavanonas (Hertog y cols. 1994)
Poseen propiedades antioxidantes (Bohm y cols, 1998; Vinson 1998, Acuha y
Zubiaguirre  2002), antiinflamatorias,  antitromboéticas  (Pietta,  2000),

antimicrobianas (Russo y cols, 2000), antialérgicos (Hirono y cols, 1987),
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antitumorales (Hirono y cols, 1987; Russo y cols, 2000) e inhiben enzimas (Groot y
cols. 1998; Formica y cols, 1995), ademas de prevenir y revertir la disfuncion

endotelial (Munoz 2002; Torres y Vera, 2003)

Existe un consenso de que la actividad antioxidante de los flavonoides
resulta de una combinacion de sus propiedades quelantes de hierro y
secuestradoras de RL (Bravo, 1998; Russo y cols,.2000). Otros autores se refieren
ademas a la inhibicibn de oxidasas, como la lipoxigenasa, la COX, la
mieloperoxidasa, la NADPH oxidasa y la xantina oxidasa (Ferrandiz y cols. 1991)
evitando la generacion de ROS in vivo, asi como de hidroperoxidos organicos. Por
otra parte, se ha podido conocer que también inhiben enzimas involucradas
indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A, (Lindahl y cols.
1997), al mismo tiempo que estimulan otras con reconocidas propiedades
antioxidantes, la catalasa y la SOD (Sudheesh y cols. 1999). De esta forma los
flavonoides interfieren en las reacciones de propagacion de RL y en la formacién

del radical en si.
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APENDICE

1. FOTOS DEL LABORATORIO

Imagen 1: Se observa los bafios en los cuales se mantuvieron los segmentos de
aorta vivas y el Poligrafo Grass.
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Imagen 2: Se observa los bafios en los cuales se mantuvieron los segmentos de
aorta vivas y el Poligrafo Grass.
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2. REGISTROS REPRESENTATIVOS
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Figura 2: Registro poligrafico de anillos aorticos contraidos con fenilefrina 1uM vy
relajados con concentraciones crecientes de acetilcolina. Los anillos adrticos se
contrajeron con FE 1uM (F) y se relajaron agregando alicuotas sucesivas de ACh
(1x10® a 1x10™ M). Contraccion y relajacion de un anillo adrtico representativo del
grupo control (A), grupo 1 o KHm con glucosa 46mM (B) y grupo 2 o incubacion
previa de Evv mas KHm con glucosa 46mM (C). (L=lavado de la preparacién con
solucion KHm 37° C, pH=7.40). Calibracion horizontal 2 minutos, calibracion

vertical 5mN.
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