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RESUMEN

RESUMEN

Las células endoteliales (CE) son responsables de la sintesis y liberacion de sustancias
vasoactivas ante un estimulo neuronal, hormonal o fisico. Procesos patoldgicos, factores
ambientales 0 el envejecimiento del individuo, dafian las CE y alteran su funcién. Se denomina
disfuncién endotelial (DE) ala capacidad disminuida de las CE de inducir vasorrelgjacion ante el
estimulo agonista colinérgico. Los AINEs son farmacos antiinflamatorios, analgésicos y
antipiréticos que bloquean la COX. Experimentos preliminares han mostrado que € clonixinato
de lisina (CIx), un AINE antranilico, induce DE aguda en anillos de aorta in vitro, por un
mecanismo no dilucidado. El extracto de Vitis vinifera (EVV) esrico en flavonoides, compuestos
con accion antioxidante. Se intenta determinar si el EVv es capaz de prevenir in vitro la DE
inducida por ClIx. Se montaron anillos adrticos de ratas en bafios termorregulados para la
determinacién isométrica de fuerza, asignandose al azar en tres grupos: control, grupo 1 (G1) y
grupo 2 (G2). El G1 seincub6 con 100 uM Cix y € G2 con 5,35 ng/mL EVV junto con 100 uM
CIx. Determinamos y comparamos la DE en los anillos adrticos precontraidos con fenilefrina
respecto del control. EI G1 mostré una notable DE la que fue significativamente (p<0,05)
prevenida por la incubacion con EVv. Los resultados obtenidos muestran que € EVv puede
prevenir la DE inducida por CIx in vitro. Si bien, se requieren otros experimentos para explicar
el mecanismo por €l cual Clx induce DE y de prevencion del EVv, este fitofarmaco se perfila
como una alternativa de proteccion vascular para los pacientes que utilizan crénicamente e CIx.

Palabras claves: Disfuncion endotelial, AINEs, clonixinato de lisina, Vitis vinifera,
proantocianidinas, fitofarmacos.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Endothelia cells (EC) control synthesis and release of vasoactive substances on response to
either neuronal, hormonal or physical stimulus. Pathological processes, enviromental factors, and
normal ageing, damage EC and alters its function. Endothelial dysfunction (ED) is the reduced
ability of EC to induce relaxation of vascular smooth muscle by cholinergic agonists. NSAIDs
are antiinflammatory, analgesic, and antipyretic drugs that block COX. Previous experiments
have been shown that lysine#clonixinate (Clx), an antranilic NSAID, induce acute ED inin vitro
aortic rings, by a mecanism not yet clear. Vitis vinifera extract (EVv) is rich in flavonoids,
compounds with antioxidant activity. The aim of this work was to determine if EVv is able to
prevent in vitro Clx#induced ED. Rat aortic rings were mounted in thermoregulated organ baths
to meassure isometric force, and were randomly asigned to three groups. control, group 1 (G1),
and group 2 (G2). G1 was incubated with 100 uM ClIx, and G2 with 5.35 ng/mL EVv + 100 uM
CIx. We determine and compare ED of phenylephrine#precontracted aortic rings respect control.
G1 showed a notable ED wich was significatively (p<0,01) preventeed by EVv incubation. Our
results show that EVv is able to prevent in vitro Clx#induced ED. Eventhoughts further
experiments are required to explain the mecanisms by which Clx induces ED and prevents it by
EVv, this phytomedicine would have a pharmacologica profile as an alternative vascular
protection to patients that use Clx chronically.

Keywords. Endothelial dysfunction, NSAIDs, lysinefclonixinate, Vitis vinifera,
proanthocyanidines, phytomedicines.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

El endotelio vascular es fundamental para muchas funciones, como la mantencion de la
homeostasis vascular. El estado de conocimiento actual ha permitido establecer una
vinculacion entre un buen estado de salud cardiovascular y la indemnidad de este tejido.
Es ampliamente aceptado que una multiplicidad de factores fisioldgicos, conductuales,
fisiopatologicos, farmacoldgicos y ambientales, contribuyen a producir la pérdida parcial o
completa de la actividad de las células endoteliales, un trastorno funcional denominado
disfuncion endotelial (DE). Podemos citar a modo de ejemplo el envejecimiento,
tabaquismo crénico, estrés oxidativo, diabetes mellitus, dislipidemia, hipertension arterial,
el uso crénico de ciertos farmacos, inhalacion de compuestos derivados de la quema de
combustibles fosiles, acumulacion de exposicion a radiacion ultravioleta.

Investigaciones preliminares realizadas en el laboratorio de Farmacodinamia y
Fitofarmacologia, lugar en el cual se ha desarrollado el presente trabajo de investigacion,
se demostrdé que la administracion aguda de farmacos antiinflamatorios no esteroidales
(AINEs) de uso comun, el Clonixinato de Lisina (ClIx), Ibuprofeno y Ketorolaco, pueden
producir DE en anillos de aorta in vitro. El mecanismo a través del cual inducen la DE no
esta del todo esclarecido. A la luz de experimentos aun no publicados, se postula un
mecanismo de interferencia de la sintesis del 6xido nitrico (NO), afectando de esta
manera la capacidad de relajacion endotelio dependiente del musculo liso vascular. Dado
que los AINEs se comercializan en Chile como medicamentos de venta libre y, que la
poblacion los utiliza en forma indiscriminada, particularmente el CIx por acciéon
analgésica, se transforma en un potencial problema de salud publica.
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De la cuticula de las semillas de la uva negra (Vitis vinifera), especialmente de la
variedad cabernet, se obtiene un extracto acuoso rico en polifenoles, mismos que han
sido asociados a efectos protectores de la funcidon cardiovascular por numerosas
publicaciones cientificas. Entre los polifenoles mas importantes de V. vinifera, estan las
proantocianidinas, antocianidinas y procianidinas, las que poseen demostrada capacidad
antioxidante y uno de sus principales érganos blanco, de un punto de vista farmacoldégico,
lo constituye el endotelio vascular, favoreciendo la capacidad de relajacion del musculo
liso vascular.

Se han sugerido otros mecanismos de proteccion cardiovascular de V. vinifera,
basado en recientes publicaciones que han mostrado que las procianidinas suprimirian la
transcripcién del gen de endotelinal1, un potente vasocontrictor, modificando el tono
muscular liso al favorecer la relajacion y, potencialmente, prevenir la DE.

En base a lo anterior, es de interés determinar si el extracto de Vitis vinifera puede
prevenir o disminuir la DE inducida por CIx.

8 Torres Castro, Rodrigo; Vera Uribe, Roberto
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Células Endoteliales y Oxido Nitrico

El endotelio vascular es una monocapa de células escamosas de tipo epitelial y
constituyen una barrera semipermeable que separa la pared vascular de la sangre
(Ortega y de Artifiano, 1997). Regulan la homeostasis y mantienen un equilibrio constante
entre los procesos de trombosis-fibrindlisis. El control de la homeostasis de la pared
arterial involucra la produccion de sustancias vasorrelajantes y vasoconstrictoras que, en
un sujeto sano, estan en equilibrio, manteniendo el tono del musculo liso. Los agentes
vasoconstrictores, producidos y liberados por las células endoteliales, son, entre otros, la
endotelina-1 (Yanagizawa y cols., 1988), el tromboxano A, y la Angiotensina Il. Los
agentes vasorelajadores derivados del endotelio son prostaciclina, el factor
hiperpolarizante derivado del endotelio y el EDRF u 6xido nitrico (NO) (Boulanger vy
Vanhoutte, 1994).

El descubrimiento del EDRF se realiz6 en 1980 cuando Furchgott y Zawadski
demostraron que el endotelio vascular era esencial para la accion vasodilatadora de la
acetilcolina (ACh); la eliminacién del endotelio evitaba que la ACh produjera relajacion del
musculo liso y, por el contrario, producia vasoconstriccion. Bautizaron como EDRF
(Endothelium Derived Relaxing Factor) la sustancia liberada por el endotelio responsable

Torres Castro, Rodrigo; Vera Uribe, Roberto 9
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de producir la vasodilatacion observada. Poco mas tarde, se demostré6 que el EDRF
correspondia al NO (Palmer y cols., 1987; Ignarro y cols., 1987; Radomski y cols., 1987).

El NO fue el primer mediador de naturaleza gaseosa descrito en sistemas celulares
animales, fisicoquimicamente de alta liposolubilidad y con un electron desapareado en su
orbital externo. Si bien esta ultima caracteristica le confiere propiedades de radical libre,
tiene una reactividad muy débil (Ignarro, 1989; Vaunghn y cols.,, 1998). Su alta
liposolubilidad le permite transportarse intra e intercelularmente de acuerdo a la Ley de
Fick, pero su vida media es muy breve debido a que muchos compuestos, como la
hemoglobina, pueden reaccionar con él y bloquear su accion, en un proceso denominado
secuestramiento (Liu y cols., 1998).

Para fines de la década de los ochenta, la descripcion de la ubicuidad y
multifuncionalidad del NO fue tan notoria, que en 1992 los editores de la revista Science
proclamaron al NO como la molécula del afio (Culotta y Koshland, 1993). EI NO reduce la
agregacion plaquetaria (Radomski y cols., 1987; Adams, 1994; Houston y Buchhanan,
1994; Polamowska, 1994) y bloquea la activacion de leucocitos (Kubes y cols., 1991). Se
ha demostrado que el NO posee un rol preponderante en funciones como, aprendizaje y
memoria (Kato y Zorunski, 1993; Llew, 1995), regulacién del suefio (Llew, 1995),
reproducciéon (McConn y Rettori, 1996), y se le ha asociado a trastornos patolégicos como
la enfermedad de Alzheimer (Dawson y Dawson, 1993). Posee actividad como agente
vasodilatador, neurotransmisor y mediador de la inflamacién (Chuman y cols., 1996). Es
responsable de la progresion de lesiones ateromatosas (Lomg y cols., 1993; Tsao y cols.,
1994; Radomski y Sales, 1995), e inhibe la secrecion de insulina (McDaniel, 1996).

En la célula endotelial, la activacion de receptores muscarinicos por ligandos
neurohormonales enddégenos o por agonista exdgenos, induce la sintesis y liberacion de
NO, el que difunde desde la célula endotelial al citoplasma de la célula de musculo liso
vascular, donde activa a la enzima guanilato ciclasa produciendo un incremento de GMP
ciclico, con la consecuente relajaciéon del musculo liso vascular por disminucién de la
concentracion de ion calcio (Mondaca y Lopez, 1992).

La sintesis del NO es mediada por la enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS). La
catalisis utiliza como sustrato al aminoacido L-Arginina dando como productos el
aminoacido L-Citrulina y NO (Palmer y cols., 1988; Cooke, 1992; Moncada y Higgs, 1993;
Remezal, 1994). Ademas de la L-Arginina, se requieren también cuatro cofactores:
flavinmononucledétido (FMN), flavinadeninadinucledtido (FAD), tetrahidrobiopterina (TBH)
(Kwon y col.,1989; Tayeh y Marletta, 1987; Mayer y cols., 1997; Gross y cols., 2000) y
fosfato de nicotinamida adeninadinucleétido (NADPH). La NOS puede ser inhibida
farmacoldgicamente por derivados estructurales no hidrolizables de su sustrato, como
L-NAME y L-NMMA.

Se han identificado tres isoformas de la NOS. La neuronal (nNOS), la inducible
(INOS) y la endotelial (eNOS) (Knowles y Moncada, 1994; Fostermann y Kleinert, 1995).
En contraposicion a la NOS inducible, la nNOS y la eNOS se denominan NOS
constitutivas (cNOS), debido a que constantemente producen NO.

La iNOS se encuentra fundamentalmente dentro de los macréfagos, es inducida por
citoquinas durante la respuesta inmune (Liu y cols.,, 1993) y puede funcionar
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independiente de C32+ y Calmodulina (Michel y cols., 1996). La iNOS genera mil veces
mas NO que las cNOS vy, su produccion, perdura por mas tiempo. Sus efectos, por ende,
son mas severos, pertinaces y sistémicos que los de las cNOS (Barnes, 1996).

La expresic'érl de las cNOS producen una cantidad limitada de NOS, la cual es
activada por Ca~ y Calmodulina (Cooke y Dzau, 1997). La nNOS ha sido identificada en
neuronas, musculo esquelético (Kobzick y cols., 1994), células pancreaticas, células
renales y células del epitelio respiratorio (Kobzick y cols., 1993). En tanto la eNOS ha sido
encontrada en membranas de células endoteliales vasculares, plaquetas (Radomski y
cols., 1990), endocardio (Bredt y cols., 1991), miocardio y también en algunas neuronas
del hipocampo (Dinerman y cols., 1994).

La eNOS es la fuente principal de NO en el endotelio vascular (Schulz y cols., 1992).
Es esencial para el control del tono vascular en respuesta a varios tipos de estimulacion,
incluyendo estimulos mecanicos y quimicos, esto UItiglps dependientes de receptor (ACh)
como independientes de receptores (ionéforos de Ca™ ) (Furchgott, 1993).

Contraccion de Musculo Liso Vascular

Al igual que en otros tejidos musculares, la contraccion del musculo liso vascular se debe
a la entrada del ién calcio. La contraccién se inicia con un estimulo adecuado; éste puede
ser de origen neuronal, neurohumoral, paracrino o autocrino.

Los estimulos con agonistas alladrenérgicos inducen una respuesta contractil cuyo
desarrollo temporal exhibe dos fases; la primera fase, transiente, asciende rapidamente
(menos de un minuto). Estudios biofisicos han demostrado que la respu:igrta transiente
inducida por agonistas adrenérgicos se debe a la movilizacion del Ca™ intracelular
contenido en el reticulo sarcoplasmico que sale a través de los canales de Rianodina
hacia el citoplasma de la célula muscular IisiiKarak% cols, 1997). El aumento transiente
de la concentraciéon citoplasmatica de Ca~ ([Ca™ ].), induce la despolarizggién del
potencial de membrana, alcanzando el umbral de apertura de los canales gg Ca™ voltaje
dependientes de la membrana plasmatica, promoviendo la entrada de Ca™ extracelular,
lo que se refleja en la segunda fase de contraccién, de aumento sostenido en el tiempo
mientras dure la estimulacion (Karaki y cols, 1997).

La respuesta contractil inducida por estimulos despolarizantes, por ejemplo con
soluciones isotonicas extracelulares altas eﬂ_K , exhiben soélo una fase de contraccion, la
que corresponde a la entrada de Ca a través d +canales de calcio voltaje
dependientes, careciendo de la capacidad de movilizar [Ca ]i (Karaki y cols, 1997).

Relajacion Musculo Liso

La relajaciéon del musculo liso puede ocurrir por diferentes mecanismos. Los agentes

Torres Castro, Rodrigo; Vera Uribe, Roberto 11
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antagonistas del calcio, efectivamente bloquean los canales de calcio voltaje
dependiente. De igual modo, los bloqueadores del canal de Rianodina promueven la
relajacion muscular lisa. Ambos mecanismos, por tanto, aumentan la relajacion
dependiente de endotelio observada en humanos y animales (Karaki y cols, 1997).

Se ha descrito otro mecanismo para inducir la relajacion del musculo liso por medio
de farmacos que activan la apertura de canales de potasio. Estos canales al abrirse
permiten la salida del i6n K , hiperpolarizando el potencial de membrana e inhibiendo la
apertura del canal de galcio voltaje dependiente; como consecuencia de ello, disminuye la
concentracion de [Ca™ ]. por lo cual disminuye la capacidad contractil del musculo liso
(Weston y Edwards, 1592; Kuriyama y cols, 1995). Kuriyama y COIS.; en arteria
mesentérica de c%rlejo, encontraron que los activadores de canales de K inhibian el
incremento de [Ca™ ]. inducido por agonistas adrenérgicos. Paralelamente a la baja en la
corbgrentracién del ién calcio, disminuiria tanto la produccién de IP3 como la salida de i6n
Ca™ desde el reticulo sarcoplasmico.

El NO producido en la célula endotelial como consecuencia final de la activaciéon de
receptores de membrana (como los muscarinicos), difunde desde el endotelio hacia el
musculo liso, estimulando la guanilato ciclfsa y aumentando los niveles de GMP ciclico,
lo que determina una disminucién del [Ca™ ]. e inhibiendo el aparato contractil (Arnold y
cols, 1977; Waldman y Murad, 1988). La prostaciclina, un prostanoide que se sintetiza a
partir del acido araquidénico por medio de la enzima ciclooxigenasa, actia de manera
sinérgica con el NO a través de la adenilato ciclasa, induciendo el aumento del AMPc.

Se han descrito otras sustancias capaces de inducir relajacion del musculo liso,
como la insulina, el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), la
adrenomedulina, anestésicos volatiles, inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina y el ibn magnesio o, bien, situaciones fisiopatolégicas como hipoxia (Karaki
y cols, 1997). Los mecanismos de accion de estos agentes no se discuten porque
escapan al dominio del modelo experimental de la presente tesis.

Disfuncion Endotelial

La célula endotelial participa en la facilitacion del paso de macromoléculas en forma
bidireccional desde la sangre al los tejidos y de los tejidos a la sangre, estas células
poseen una ubicacion estratégica, participando en los cambios hemodinamicos,
produciendo sustancias autocrinas y paracrinas frente a estimulos adecuados vy
desarrollando un balance entre los factores bioactivos para mantener la homeostasis
vascular. La disfuncion endotelial altera este balance, predisponiendo la pared del vaso a
vasoconstriccion, adherencia de leucocitos, activacion de las plaquetas, mitogénesis,
pro-oxidacion, trombosis, deterioro en la coagulacion, inflamaciéon vascular vy
arteriosclerosis. La determinacion de la funcién endotelial se refiere a la medicion de la
respuesta de la célula endotelial frente a un estimulo. En humanos se puede medir la
vasorelajacion endotelio dependiente en la circulacion coronaria y periférica. En suma la
medicion de la funcién plaquetaria e inflamacién y la activacion de leucocitos, son formas
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de medir la funcién endotelial. (Anderson y cols., 2003).

Desde la década del 1980 se ha demostrado que, entre otros, los factores de riesgo
implicados en la aterogénesis, son capaces de activar y/o lesionar las células
endoteliales. La pérdida parcial o total de las funciones de las células endoteliales se
define como disfuncion endotelial, pero en la literatura cardiovascular y, en el presente
trabajo, la disfuncién endotelial (DE) se define operacionalmente como "la pérdida parcial
o total de la capacidad de relajacion endotelio dependiente de la célula muscular lisa
inducida por un agonista colinérgico”, resultando en una menor o nula produccién de NO
en la célula endotelial.

Variados estudios han demostrado que la DE afecta a grandes y pequefos vasos
(Minor, 1990). La DE suele ser un signo clinico temprano en la instauracion de al menos
una treintena de patologias (CallesJEscandon y Cipolla, 2001), existiendo una relacion
biunivoca entre la DE y la patologia; la DE ha sido asociada a la hipertension (Calver y
cols., 1992; Panza y cols., 1993; Treasure, 1993; liyama y cols., 1996; Gokce y cols.,
1999), diabetes mellitus (Johnstone y cols., 1993), ateroesclerosis (Ludmer y cols., 1986;
Mugge y cols., 1991) y dislipidemias (Sorensen y cols., 1994).

Antiinflamatorios no esteroidales (AINEs)

Existen varios tipos de antiinflamatorios no esteroidales (AINEs), aun cuando varian en su
farmacocinética y farmacodinamia, estos poseen caracteristicas en comun tales como el
hecho de que son acidos organicos débiles, a excepcién de un profarmaco, la
nabumetona.

Los AINEs poseen propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas. Desde
las observaciones experimentales de Horton en 1963 y los trabajos de Vane (1971),
Smith y Willis (1971) y Ferreira (1972), se ha reconocido que el mecanismo por el cual
actuan los AINEs es la inhibicién de la via de la ciclooxigenasa (COX), la que realiza la
conversioén de acido araquidonico a prostaglandinas (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de la via de sintesis de prostaglandinas a partir de acido araquidoénico.

La farmacologia de los AINEs estd ampliamente estudiada y difundida (Flores, 1992;
Katzung, 2001). La actividad antiinflamatoria de los AINEs es mediada por la inhibicién de
la biosintesis de las prostaglandinas. Varios tienen un mecanismo adicional, incluyendo la
inhibicion de la quimiotaxis, la regulacién a la baja de la interleukinall1, reduccién de la
produccién de los radicales superoéxido, e interferencia en los eventos celulares mediados

por calcio.

La aspirina acetila de manera irreversible y bloquea la ciclooxigenasa plaquetaria,
pero los demas AINEs son inhibidores reversibles. Los AINEs mas antiguos poseen
selectividad variable e incompleta en relacién a la inhibicion de COX[1 y COX(2, pero

existen en forma reciente inhibidores altamente selectivos para la isoforma COX[2.

La inhibicion de la sintesis de la lipooxigenasa que efectian los AINEs mas recientes
es limitada. De los farmacos disponibles actualmente, la indometacina y el diclofenaco

reducen la sintesis tanto de prostaglandinas como de leucotrienos.

Los AINEs reducen la inflamacién mediante la inhibiciéon de la liberacién de
mediadores de granulocitos, basdfilos y células plasmaticas, junto con disminuir la
sensibilidad de los vasos a bradicinina e histamina, afectan la produccién de linfocina de
los linfocitos T y reducen la vasodilatacién. Todos los AINEs poseen propiedades
analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas en grado variable, y todos (excepto los
farmacos selectivos COX[12) pueden inhibir la agregacién plaquetaria y producir irritacion

gastrica.

14
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Producen analgesia de intensidad leve a moderada, alcanzando un techo inferior a
los analgésicos opiaceos. Su accién es producida por la inhibicion de la sintesis periférica
de prostaglandinas, que inhibe la accién sensibilizadora de los eicosanoides sobre las
terminaciones nerviosas nociceptivas. En el efecto analgésico de los AINES interviene
también una accion sobre el sistema nervioso central, al deprimir la excitacion neuronal
en el nucleo ventral del talamo, algunos como el metamizol pueden aumentar la
capacidad inhibitoria de la sustancia gris periacueductal sobre los mecanismos del dolor
en el asta posterior de la medula espinal.

La accion antipirética so6lo se manifiesta cuando la temperatura corporal esta
aumentada por la accion de pirdgenos, es decir cuando hay fiebre, y salvo condiciones
muy especiales no producen hipotermia. Los antipiréticos no bloquean la produccién del
pirbgeno por parte de los macrofragos, ni la penetracion del pirégeno en el sistema
nervioso central. La administracion de salicilatos disminuye el aumento de la temperatura
provocada por pirbgenos o por acido araquidonico, pero no la provocada por
prostaglandinas. A nivel neuronal, el salicilato recupera la actividad de las neuronas del
area preodptica talamica anterior, area que esta encargada de poner en marcha los
mecanismos disipadores de calor y que responde con estimulacion al aumento de
temperatura.

Los AINEs se agrupan en distintas familias segun su naturaleza quimica.

Salicilatos. Su nucleo fundamental es el acido salicilico, tienen propiedades
antipiréticas, antiinflamatoria y analgésica. El farmaco prototipo es la aspirina.

Paraaminofenoles. Son derivados de la anilina y el mas utilizado es el paracetamol,
destacan su accion antipirética y analgésica, aunque su actividad antalgica es de un
efecto techo menor que el de los salicilatos.

Pirazolénicos. Se utilizan principalmente con fines analgésicos y antipiréticos, el
metamizol o dipirona pertenece a este grupo.

Propidnicos. Todos presentan las tres acciones comunes de los AINEs; el primero
de este grupo fue el ibuprofeno.

Antranilicos o Fenamatos. Poseen mayor capacidad analgésica de origen central.
El Clonixinato de lisina es un representante de esta familia.

Derivados del acido acético. Existen varias series de derivados, indolacéticos
(indometacina), pirrolacético (ketorolaco), fenilacético (diclofenaco), piranoacético
(etodolaco).

Endlicos. Tienen las acciones comunes de los AINEs y son una clase de acidos
Olicos entre los que se encuentra el piroxicam. El meloxicam posee una mayor
selectividad anti COX12.

Metanosulfonamidas. Se caracteriza por presentar accion antiinflamatoria,
antipirética, analgésica y antioxidante. Produce menor irritacidn gastrica por ser mas
selectivo de la COX[12.

Inhibidores selectivos de COX(12. Son de reciente introduccion y producen menor
irritacion gastrica. El prototipo de esta familia es el refecoxib.
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Clonixinato de Lisina

El Clonixinato de Lisina (CIx) es un AINE ampliamente conocido, cuya administraciéon es
en forma oral y parenteral. Este farmaco perteneceria segun algunos autores al grupo de
los fenamatos, derivados del acido fenil antralinico (Figura 2), que incluye el acido
mefenamico, acido niflumico, acido meclofenamico y clonixino (Paeile y Saavedra, 1989);
no obstante, otros autores lo clasifican como un grupo aparte de los fenamatos (Velasco y
cols., 1992).

El Clx, aunque similar al acido mefenamico, es mas potente como analgésico que
como antiinflamatorio, lo cual sugiere que puede actuar sobre el sistema nervioso central
(Pellisier y cols., 1984). Su accién analgésica ha sido demostrada en diversos estudios
clinicos, mostrando eficacia en el tratamiento de dolores post-operatorios, cefaleas,
neuralgias, odontalgias, dolores oncoldgicos, colicos renales y dolores musculares (Finch
y cols., 1971; Paredes y cols., 1986; Paredes y cols., 1988), con ciertas ventajas sobre
otros agentes antiinflamatorios no esteroidales debido a su menor actividad de
agregacion  plaquetaria  (Ankel 'y cols., 1976) y una buena relacion
antiinflamatoria/ulcerogénica (Watnick y cols., 1971).

Desde el punto de vista farmacologico, el Clx tiene un proceso de absorcion lento y
prolongado. La concentracién plasmatica maxima de CIx en seres humanos se alcanza
dos horas después de su administracion. Al cabo de 24 horas, el 62% es excretado en la
orinay el 1% en las heces (Katchen y cols., 1973).

En estudios post quirdrgicos y de parto, se ha evaluado la potencia analgésica del
Clx, encontrandose que la administracion oral de 600 mg es equianalgésica a la de 10 mg
de morfina administrada parenteralmente (Finch y cols., 1971). Varios autores han
sefialado que aunque hay gran semejanza entre el efecto analgésico del CIx y los
opiaceos, la accién central del CIx no es mediada por receptores opiaceos (Ferreira y
cols., 1979; Bustamante y cols., 1989b; Willier y cols., 1989; Jurna y Brune, 1990).

1
CH;

NH

N COOH

Figura 2. Estructura quimica del clonixinato de L-lisina.
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Disfuncién por AINEs

La administracién in vitro de CIx (40 y 100 pM) produce una notable DE dosis
dependiente en anillos de aorta de rata, modificando el pD, de la ACh en un valor
cercano a dos (Cordero, 1996). Los mismos efectos han sido observados al utilizar los
AINEs ketoprofeno, ibuprofeno y ketorolaco (Aguilera y Pifieiro, 1997). Sin embrago, la
administracion in vitro del bloqueador especifico COX[J1 indometacina, no reproduce la
DE (Cordero, 1996). Resultados preliminares aun no publicados obtenidos en el
Laboratorio de Farmacodinamia y Fitofarmacologia (comunicacién personal), han
mostrado que células endoteliales de cordén umbilical humano incubadas durante 24
horas con CIx 40, 100 y 250 uM, expresan una menor actividad de la enzima eNOS v,
que la cantidad de proteina eNOS determinada por Western(1Blot, es significativamente
menor que en células control.

El conjunto de resultados parece indicar que la DE inducida por AINEs v,
particularmente por Clx, estaria mediada por una disminucién en la biodisponibilidad
celular de eNOS y por ende, una menor producciéon de NO.

Flavonoides

Se clasifican en diez grupos de acuerdo a diferencias en su estructura quimica. Los
grupos mas importante de los flavonoides son las proantocianidinas, flavonoles, flavonas,
catequinas, epicatequinas y flavononas (Hertog y Cols., 1993). Los flavonoides poseen
demostrada capacidad antioxidante y eliminan radicales libres como el anién superoéxido,
el oxigeno singulete y especies reactivas del oxigeno como el peroxido de hidrogeno.
Pueden, ademas, quelar metales a través de ligandos. Se ha demostrado que quercetina,
un flavonol, puede inhibir in vitro la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL),
evitando la citotoxicidad de las LDL oxidadas (Hertog y Cols., 1993).

Vitis vinifera

La vid es una de las plantas con mas larga data en la historia de la agricultura. Existen
escritos egipcios del afio dos mil cuatrocientos a.C. que sefialan su cultivo, el que fue
altamente desarrollado por las antiguas civilizaciones griegas y romanas. Vitis vinifera es
una especie originaria de la region del Mar Caspio, en Asia Menor, e introducida
posteriormente en Europa y al resto del mundo. De amplio y aceptado uso en la industria
vitivinicola, la vid es una enredadera lefiosa de la familia de las Vitaceas. Sus hojas son
ovales con 4 6 5 Iébulos; sus flores se agrupan en racimos, al igual que sus frutos
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pulposos, siendo éstos de color verde, rojolIpardo o negro (Mullins, 1992).

Las proantocianidinas son polimeros de antocianidinas, conocidas como flavanoles
(fig. 3). En hidrdlisis acida producen antocianidinas, como las cianidinas mostradas en la
figura 3. Las proantocianidinas pueden polimerizar en dos a diez subunidades
(flavani137ol); las proantocianidinas oligoméricas (PO), contenidas en el extracto seco de
Vitis vinifera, son polimeros de cadena corta hidrosolubles (Bustamante, 2000;
Bustamante y cols., 2003). Estos se denominan también como taninos condensados o
polimeros de catequina o de epicatequina, lo que aumenta la confusion en la literatura
internacional de la ya compleja nomenclatura de los flavonoides.

Las PO son responsables de las propiedades astringentes de muchas frutas y
verduras, como de la mayoria de las plantas de uso medicinal. El vino tinto contiene gran
cantidad de PO complejas, describiendose en la literatura polimeros de hasta
60 subunidades. La principal fuente natural de PO lo constituye el orujo y el tegumento de
las semillas de la uva negra (Vitis vinifera), aunque también se les encuentra en gran
cantidad en frutos y plantas de colores rojo, azul y purpura (Mullins, 1992).

Las proantocianidinas poseen una alta capacidad antioxidante, son capturadoras de
radicales libres e inhibidores de la peroxidacion lipidica; se le han demostrado tanto
propiedades vasorelajadoras (Andriambeloson y Cols., 1997; Ajay y col., 2003) como
hipotensoras (Diebolt y Cols., 2001). Adriambelson y cols., Investigaron los mecanismos
por los cuales las PO inducen vasorelajacion dependiente del endotelio en anillos de
aorta toracica de rata, incubandolos durante 12 horas con toxina del pertussis, toxina del
célera, inhibidores de la sintesis de NO y bloqueadores de Ca , sugiriendo la implicancia
de mecanismos relacionados con el Ca extra celular y demostrando que la activacion de
las vias de la fosfolipasa C, la fosfolipasa A,,, la proteina kinasa C o la tirosina kinasa,
pueden no estar implicadas. Diebolt y cols., investigaron la hipotensién arterial inducida
por las PO, administraron durante 7 dias en forma intragastrica PO a ratas normotensas,
observando una disminucion progresiva en la presion arterial sistélica, las aortas de las
ratas incrementaron la relajacion endotelio dependiente en respuesta al estimulo de Ach,
lo que se relacion6 a un incremento en la actividad del NO endotelial y a mecanismos
sensibles capturadores de anién superoxido.

Bagchi y cols., en 1997 determinaron en exposicion aguda durante 15 minutos, la
accién antioxidante de las PO, vitamina C, succinato de vitamina E, superdxido
dismutasa, catalasa y manitol, frente a la generacion bioquimica de anién superoéxido,
demostrando mediante analisis de iluminicencia quimica y reduccion del citocromo ¢, que
las PO presentan un perfil antioxidante superior al exhibido por vitamina C y E, por si
solas o en conjunto.

Otros extractos, ricos en polifenoles, también han mostrado mayor capacidad
antioxidante frente a vitamina C (Acufia y Zubiaguirre, 2002).

Varios estudios epidemiolégicos revelaron una asociacién inversa entre el consumo
de flavonoides dietarios y la reduccibn en la ocurrencia de enfermedades
cardiovasculares como infarto al miocardio (Hetog y col., 1993; Knert y col., 1996), en
tanto que otros estudios mas recientes muestran que el consumo de vino tinto, rico en
polifenoles (Scalbert y Willianson 2000), podria tener un efecto protector contra
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enfermedades cardiovasculares (Soares de Moura y Cols., 2002). Corder y cols. (2001)
demostraron que los polifenoles del vino tinto disminuyen la sintesis de endotelina-1 en
células endoteliales de aorta bovina en cultivos. Sin embargo, el uso del vino tinto en la
prevencion de enfermedades cardiovasculares es un tema controversial en la comunidad
cientifica, por su contenido alcohdlico.

Recientemente, se ha demostrado la accion protectora del extracto seco
estandarizado de V. vinifera en la DE inducida por diabetes (Mufoz, 2002), donde el
tratamiento por 15 dias in vivo es capaz de revertir el deterioro funcional del endotelio
vascular causado por la agresiébn de radicales superdxido, consecuencia de la
hiperglicemia sostenida en diabetes tipo Il.
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Figura 3. Estructura molecular de las 8 procianidinas contenidas en el extracto
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se diferencian en la disposicién espacial de sus esqueletos carbonados y el grupo
funcional en las posiciones R " R2.
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Problema

Problema

Las células endoteliales vasculares controlan una variedad de funciones en la
homeostasis cardiovascular, entre ellas, la mantenciéon del tono del musculo liso vascular,
la capacidad de adhesién y agregacion celular, la sintesis y liberacién de factores
angiogénicos. Cuando una de estas capacidades de control endotelial se ven reducidas
0, en oftras circunstancias, abolidas, se habla de una disfuncion endotelial. Siendo este un
concepto que implica la alteracion de muchas funciones, operacionalmente se suele
definir el tipo de disfuncién. Por tanto, en el presente trabajo de investigacion, se definira
la disfuncion endotelial (DE) como la capacidad anormal de relajacion endotelio
dependiente del musculo liso vascular inducida por un agonista colinérgico. La DE se
considera una enfermedad que constituye la base de patologias cardio y
cerebrovasculares de mayor gravedad, con riesgo vital en los casos mas severos.

Por otra parte, se sabe que el uso indiscriminado de antiinflamatorios no esteroidales
(AINEs), de venta libre, genera una serie de trastornos como efectos secundarios:
desarrollo de ulcera gastrica y duodenal, fragilidad capilar vascular, problemas de
hemostasia, entre otros, no sélo en Chile, sino que en el mundo occidental. En el
Laboratorio de Farmacodinamia y Fitofarmacologia se ha investigado la acciéon de un
AINE, el Clonixinato de lisina (CIx) y su accion sobre el sistema cardiovascular,
determinandose que, en concentraciones in vitro, equivalentes a la concentracion
plasmatica alcanzada con dosis terapéuticas, se observa una notable DE en anillos
aoérticos de rata. Experimentos preliminares realizados en el Laboratorio de
Farmacodinamia y Fitofarmacologia, alin no publicados, sugieren que la DE inducida por
AINEs seria consecuencia del atrapamiento del neuromodulador 6xido nitrico (NO) o de
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una menor disponiblidad de la enzima que lo produce, la 6xido nitrico sintetasa endotelial
(eNOS), descartandose una accién sobre la ciclooxigenasa e inhibicién de la produccion
de prostaciclina, porque indometacina no induce DE. Sin embargo, el mecanismo de
accién en la induccién de disfuncion endotelial no ha sido aclarado.

Por otra parte, trabajos realizados en el laboratorio, han mostrado que el tratamiento
con extracto seco de Vitis vinifera, estandarizado a 85% de proantocianidinas
oligomericas (EVv), es capaz de revertir significativamente la DE inducida por diabetes
tipo 1 en ratas aloxanizadas. La DE inducida por diabetes es consecuencia al menos en
parte del estrés oxidativo generado por la hiperglicemia, la que produce anion superoxido
y radical hidroxilo en cantidades no controlables por el sistema antioxidante endégeno.

Por esta razon, es interesante poder estudiar si el EVv es capaz de evitar la DE
inducida por AINEs, puesto que se podra comparar la accion del extracto en dos
situaciones de DE cuyo mecanismo de generacion es diferente.
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Justificacion

Las enfermedades cardiovasculares ocupan un lugar relevante entre las causas de
morbilidad y mortalidad a nivel nacional e internacional. En los ultimos afos se ha
demostrado que en la génesis de los trastornos cardiovasculares subyace un fenomeno
de estrés oxidativo, el cual es de desarrollo lento, pero muy agresivo a través de la
generacién patologica de especies reactivas del O2 y N.

Recientemente se ha reconocido que la disfuncidon endotelial es un signo inequivoco
del comienzo de enfermedades cardiovasculares mas graves. El tratamiento
farmacoldgico, abordado desde muchos aspecto, ha mostrado ser poco eficiente y
asociado a efectos secundarios importantes. En tal sentido, la utilizacién de nuevas
herramientas terapéuticas, como los fitofarmacos, parecen ganar terreno.

La utilizacion de fitofarmacos como por ejemplo G. Biloba, H. Perforatum, V.
Oficinalis, A Hipocastanum, R. Aculeatus, ha ganado credibilidad por el hecho que se
trabaja con medicamentos estandarizados, cuyo principio activo es un extracto vegetal, lo
que permite la terapéutica. Se ha pasado de la fase Il de estudios basicos a la fase Ill y
IV, con estudios clinicos controlados multicéntricos y de doble ciego. Como
consecuencia, se ha demostrado que los fitofarmacos como el H. Perforatum en
depresion leve a moderada, a igualdad de eficiencia que un medicamento alopatico,
posee mucho menos efectos adversos para el paciente. En este sentido, el extracto
estandarizado de V. vinifera, que ha demostrado ser un poderoso antioxidante in vitro,
atrapando radicales libres, al inducir encimas antioxidates o quelandometales (Bagchi y
cols. 1997) y trabajos en el Laboratorio de Farmacodinamia y Fitofarmacologia
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demostraron recientemente que es capaz de revertir la disfuncién endotelial inducida por
diabetes, es de interés observar si el extracto puede ser capaz de antagonizar la
disfuncién endotelial inducida por el antiinflamatorio no esteroidal Clonixinato de Lisina,
dado que los mecanismo por el cual se produce la disfuncion endotelial en diabetes y por
el uso de AINEs son diferentes. Esta investigacion por tanto, da luces respecto del
mecanismo de proteccién del extracto de V. vinifera en la disfuncién endotelial y la
prevencion de la aparicion de otras patologias de mayor gravedad.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la capacidad de prevencion de la disfuncién endotelial inducida por
Clonixinato de Lisina del extracto seco estandarizado de Vitis vinifera.

Objetivos especificos

1. Reproducir un modelo experimental in vitro de disfuncion endotelial en anillos aérticos
de ratas incubados con el AINE Clonixinato de Lisina (CIx).

2. Determinar el efecto de la administracion in vifro de un extracto seco
estandarizado de V. vinifera en anillos aérticos de ratas incubados con ClIx.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

H_.: El extracto seco estandarizado de Vitis vinifera previene el desarrollo de disfuncion
endotelial inducida in vitro por clonixinato de lisina en anillos aérticos.

H,: El extracto seco estandarizado de Vitis vinifera no previene el desarrollo de
disfunciéon endotelial inducida in vitro por clonixinato de lisina en anillos aérticos.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio: Correlacional.

Tipo de hipétesis: Correlacional.

Diseno de investigaciéon: Experimental in vitro.

Variables.

Variable dependiente :Disfuncion endotelial.

Definicion conceptual: Alteracion en la funcién del endotelio.

Definicion operacional: Cuantificacion de la relajacion vascular en respuesta a
dosis crecientes de acetilcolina.

Variable Independiente: Extracto de Vitis vinifera.

Definicion conceptual: Extractoliofiizado de Vitis Vinifera estandarizado por el
Laboratorio Garden House a un 85% de proantocianidinas.

Definicion operacional: Dosis necesaria para prevenir la disfuncion endotelial. 5,35
ng/mL de extracto de V. vinifera.

Variables desconcertantes:

Variacién interpersonal en la preparacion y ejecucion del trabajo experimental.
Variacién interindividual de los animales de experimentacion.
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Las variables desconcertantes son controladas con el Grupo Control.
Animales

Se utilizaron 7 ratas SpragellDawley machos, con un peso promedio de
272,7 g (244 g-327 g), obtenidas del Bioterio Central de la Facultad de Medicina,
mantenidas con alimentaciéon normal y agua ad libitum, bajo las normas indicadas en la
Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, publicada por el National
Institutes of Health (NIH publication 85-23, revised 1985).

Disefio experimental

Las ratas fueron aleatoriamente asignadas a tres grupos experimentales y sus anillos
aorticos tratados in vitro como a continuacién se detalla:

Grupo Control: Contraccij’)g con feﬂﬂefrina (FE) 1uM 'y relajaciéon con
concentraciones crecientes (1x10 = M a 1x10 M) de acetilcolina (ACh). N=25.

Grupo 1: Contraccién con FE 1uM vy relajacién con concentraciones crecientes de
ACh. Incubacién con clonixinato de lisina (Clx) 100 uM porﬂg minutos. Cjozptraccién con
FE 1uM vy relajacién con concentraciones crecientes (1x10 ~ M a 1x10 ~ M) de ACh.
N=9.

Grupo 2: Contraccidon con FE 1uM vy relajacién con concentraciones crecientes de
ACh. Incubacion por 10 minutos con 5,35 ng/mL de extracto estandarizado de V. vinifera
seguido de CIx 100 pM por 10jglinutos. C%ﬂtraccién con FE 1uM vy relajacion con
concentraciones crecientes (1x10 " M a 1x10 ~ ~ M) de ACh. N=6.

Obtencion y preparacion de los segmentos de aorta

Las ratas se sacrificaron con una sobredosis de Halotano (Zeneca Laboratories,
England), se les realiz6 una incisidon toracica para extraer el segmento de aorta
descendente, se limpid el segmento de aorta del tejido graso y conectivo que lo rodea,
cuidando de no dafar el endotelio.

Desde el segmento inmediatamente inferior al cayado adrtico, 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 aértico, los que a su vez fueron colocados en el interior de bafios de
vidrio de doble pared llenos con 10 ml de solucion Krebs[IHensseleit modificada (KHm),
termorregulados a 37,0 °C £ 0,5 °C mediante un bafo de recirculacion (Lauda
Thermo[1Temp, Suecia) y constantemente burbujeados con carbogeno (95% O, y 5%
CO,). Los anillos adrticos se fijaron mediante el hilo de sus ganchos al fondo del bafio y
el o%ro extremo a un transductor de fuerzalldesplazamiento Grass FT-03, conectados a
poligrafos Grass (modelos 7D y 5D) para la determinacién de la contraccion isométrica.
Los anillos adrticos fueron sometidos a una tensién basal de 1,5 g y se estabilizaron en
solucion KHm por un periodo de una hora (estabilizacién), cambiando la solucién cada
15 minutos para evitar la acumulacion de metabolitos. Tanto las contracciones como las
relajaciones inducidas en los anillos aodrticos, dimensionados en unidades de fuerza (mN),
fueron expresadas como porcentaje de relajacion respecto de la contraccion maxima
inducida por fenilefrina, estandarizado al peso seco de la aorta ensayada.
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MATERIALES Y METODOS

Contraccion con fenilefrina (FE)

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

Este procedimiento de contraccidon-relajacién se repitid de tres a seis veces, hasta
lograr una respuesta contractil maxima estable. Después de un tiempo de recuperacion
de 20 a 30 minutos entre cada ciclo y, una vez alcanzada la respuesta contractil maxima
estable, los anillos adrticos estuvieron en condiciones para realizar el protocolo de
relajacion inducido por acetilcolina (ACh), como se describe mas adelante.

Solo los anillos aodrticos que exhibieron contracciones superiores al minimo de
resolucion poligrafica (4,90 mN) se consideraron en el estudio.

Relajacién inducida por ACh

A los anillos adrticos precontraidos con FE 1uM estagilizados en 10 mL de KHm, se
. . U
les agregaron concentraciones crecientes de ACh (1x10 ~ M a 1x10 ~ M), para generar
graficos dosislIrespuesta. Las alicuotas fueron calculadas considerando la correccién de
volumen necesaria para la obtencién de la concentracién de ACh deseada en el bano de
érgano.

Determinacion del grado de disfuncién endotelial

Se determiné el porcentaje de relajacion inducida por ACh endotelio dependiente de
los anillos aodrticos de los grupos experimentales 1 y 2, a partir de las curvas de
dosis[respuesta. Estos valores se compararon con aquellos determinados para el grupo
control y entre ellos.

Se calcularon las concentraciones de ACh que produjeron el 25%, 50% y 75% de la
respuesta de relajacion (EC25, EC50 y EC75), para describir adecuadamente el
comportamiento de la curva. Para ello se realizé un ajuste de curva polinomial (SWP5,
Advanced Graphic Softwares, USA), lo que permitié interpolar dichos valores.

La interpolacion de los EC25, EC50 y EC75, permitié determinar las concentraciones
de ACh respectivas y comparar sus valores como medida de la DE observada.

Determinacion de dosis de extracto de Vitis vinifera

Anillos adrticos, equivalentes a aquellos provenientes del grupo control, fueron
precontraidos con FE 1 uM, a las que se les agregd una concentracién unica de EVv. Se
buscd aquella concentracién de EVv que no indujera una relajacion per se mayor a un
10%.

Soluciones y reactivos

La composicion de la solucion KHm es la siguiente (en mM): NaCl 122,0; KCI 4,7;
CaCl, 2,0; MgCI2 1,2; KH2PO4 1,2; NaHCO3 15,0; glucosa 11,5; EDTA 0,026. El pH se
ajusto a 7,40 con HCI 10% (v/v) o NaOH 0,1 N. L(ifenilefrinalJHCI, acetilcolinalJHCI, y los
reactivos necesarios para la solucibn KHm se obtuvieron del representante local de
Sigma (SigmallAldrich Co., USA). Clonixinato de L[lisina (Laboratorios Grossman,
México). El extracto seco estandarizado de semilla de Vitis vinifera (85%
proantocianidinas p/p) se obtuvo de Laboratorios Garden House (Santiago, Chile). Los
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farmacos y los reactivos se disolvieron en agua destilada o solucién KHm.
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Analisis estadistico

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como el promedio de las mediciones + el error estandar del
promedio. La significancia estadistica de las diferencias entre grupos experimentales se
determinaron con la prueba t de Student. La significancia se establecio en p<0,05.
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RESULTADOS

RESULTADOS

La figura 4 muestra registros poligraficos de las respuestas contractiles y de relajacion de
anillos adrticos representativos de los grupos control, 1 y 2 (figura 4A, 4B y 4C,
respectivamente). Los registros poligraficos controles se caracterizaron por una
contraccién con una fase ascendente rapida seguida de una fase de evolucién temporal
mas lenta hasta alcanzar una contraccién maxima estable (CME) o de meseta; la CME
del grupo control, alcanzé un valor de 10,64 mN % 3,43 mN (N=25). Las concentraciones
crecientes de ACh indujeron relajaciones proporcionales a la concentracion, alcanzando
un valor de 97,89% + 0,85%, respecto de la contraccion maxima inducida por FE 1 yM.

Los registros de los anillos adrticos incubados con Clx 100 uM (grupo 1), mostraron
una alteracion en la reactividad vascular y en la capacidad de relajacién endotelio
dependiente. Las contracciones maximas fueron significativamente menores
(7,62 mN = 2,19 mN, N=9, p<0,05), respecto del grupo control y, las relajaciones
maximas inducidas por ACh alcanzaron un maximo de 85,43% * 6,25%. Finalmente, los
anillos aorticos incubados con Clx 100 uM en presencia de 5,35 ng/mL de EVv (grupo 2),
mostraron valores tanto de contraccion (13,96 mN = 2,96 mN, N=6), como de relajacion
(95,48% = 3,79%, N=6), que no difieron significativamente de aquellos del grupo control.

La adicion de EVv en el rango de 1,34 ng/mL a 13,37 ng/mL, indujo relajacién
dependiente de la concentracion en anillos adrticos precontraidos con FE 1 uM (figura 5).
Escogimos la concentracion de 5,35 ng/mL de EVv por inducir una relajacion per se de
s6lo 10%, la que fue utilizada en los experimentos del grupo 2.

La figura 6 muestra las curvas de concentracioniirespuesta de los tres grupos
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experimentales. El grupo control exhibe una relajacion relativa dependiente de la
concentracion de ACh de aspecto sigmoideo, con una relajacion maxima cercana al 97%
(figura 6, anexo tabla I). La incubacién con 100 uM de Clx, modifico la relajacion inducida
por ACh de los anillos adticos del grupo 1, mostrando un desplazamiento hacia la
derecha, con una relajacibn maxima de 87% (figura 6, anexo tabla 1), la que difiere
significativamente del grupo control (p<0,01). La incubacién previa al Clx 100 yM con
5,35 ng/mL de EVv, modificé la respuesta de relajacién inducida por ACh, aumentando la
sensibilidad al agonista colinérgico a Eyores comparables al control con concentraciones
de ACh iguales y superiores a 2,5x10 M (figura 6, tabla | anexo).

Para poder determinar el grado de DE, se interpolaron los valores de concentracion
de ACh que indujeron el 25%, 50% y 75% de la relajacion maxima observada, de acuerdo
al ajuste de curvas polinomial:

Y= ag * (a1 [[1+(X/ a2)a3]); (ecuacioén 1)

donde Y representa la relajacién relativa observada, X corresponde a [1Log[ACh] y
a0, a,, a, y a, representan los coeficientes de la ecuacién para cada uno de los grupos
experimentales. El coeficiente de correlacion, r, fue de al menos 0,9970 (anexo tabla Il).
La evaluacion de la ecuacion (1) para Y = 25, 50 y 75, di6 por interpolacién los valores del
EC25, EC50 y EC75, respectivamente (ver tabla ).

Los anillos adrticos del grupo 1 muestran una significativa DE, con cambios en la
sensibilidad a ACh que se reflejan en los valores de EC25, EC50 y EC75 respecto del
grupo control. Sin embargo, estos valores son menos significativos para el grupo 2, donde
los valores de sensibilidad a ACh reflejan una menor DE (EC50 y EC75).
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Figura 4. Registro poligrafico de anillos adrticos contraidos con fenilefrina 1 [IM y
relajados con concentraciones crecientes de acetilcolina. Los anillos adrticos se
contrajeron con feni/e:gina 1]M 4(F) y se relajaron agregando alicuotas sucesivas de
acetilcolina (1x10 ~ a 1x10 ~ M). Contraccién y relajacion de un anillo adrtico

representativo del grupo control(A), grupo 1(B) y grupo 2(C). (L= lavado de la preparacion
con solucién KHM 37°C PH =7.40). Calibracién horizontal 2 minutos, calibracion vertical
5mN.
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Figura 5. Relajacion relativa endotelio dependiente de anillos adrticos de ratas normales
en funcién de la concentracion del extracto estandarizado de V. vinifera. Los anillos
aorticos fueron precontraidos con FE 1 uM hasta alcanzar la contraccion maxima estable;
luego se agregd una concentracion unica de EVv (1.34, 635, 6.68 6 13.37 ng/mL),
determinando la relajacion maxima observada.
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Figura 6.- Curvas de relajacion en funcion de la concentracion de acetilcolina. Los anillos
aorticos del grupo control (-[1-, N=25) relajaron de modo sigmoideo alcanzando una
relajacion maxima de 97,89% + 0,85%. El grupo 1 (-m-, N=9) muestra una cinética
sigmoidea alcanzando una relajacién maxima de 85,43% + 6,25% (concentracion de ACh
5x10 ~ M). El grupo 2 (-+-, N=6) muestra una cinética sigmoidea alcanzando una
relajacion mgxima de 95,48% + 3,79%. (Ver anexo Tabla I). * Control v/s, Grupo 1
(p10,01), © Control v/s, Grupo 2 (p10,05). © Grupo 2 v/s Grupo 1 (p10,05).

Tabla I. Porcentajes de relajacion maxima y concentraciones de efecto 25 (EC25), 50 (EC50) y 75 (EC75) de
anillos aérticos del grupo control y del grupo 2. El porcentaje de relajacion maxima se obtuvo para una
concentracion de acetilcolina de 5x10~ M. Los EC25, EC50 y EC75 se determinaron por interpolacion de los
valores de concentraciéon de ACh que indujeron el 25%, 50% y 75% de la relajacién maxima,
respectivamente, respecto de la contraccién maxima inducida por fenilefrina 1M (ecuacion (1), para el
mejor ajuste de curvas polinomial). El pD2 equivale a —log EC 50 de ACh.
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Grupo Control N= | Grupo 2 N=6
25
pD2 7,04 A 6,73 R
EC50 (M) 9,10x 10 _ 18,8 x 10
EC25 (M) 3,88x 10 10,3x 10"
EC75 (M) 2,01x10" 3,42x10 "
E o (%) 97,89 + 0,85 95,48 + 3,79
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DISCUSION

DISCUSION

Reprodujimos un modelo de induccion de disfuncién endotelial, que nos permitid evaluar
la capacidad de proteccion del extracto Vitis vinifera sobre el dafio endotelial inducido por
el AINE Clx.

La relajacion de los anillos adrticos del grupo 1, exhibieron una alteracion del
endotelio vascular en la sensibilidad a ACh (desplazamiento de la curva a la derecha de
la curva control), lo mismo que en su eficacia (efecto maximo). La alteracion de ambos
parametros en la cinética de relajacion de la curva concentracionlUrespuesta, evidencia el
desarrollo agudo de DE (12,5%) en nuestro modelo, de acuerdo a lo reportado
anteriormente (Cordero, 1996). No es posible establecer comparaciones entre los valores
de EC50 del grupo 1 con los demas grupos experimentales, ya que, al poseer diferentes
efectos maximos, los valores de EC no son comparables.

El jt|}atamiento previo con EVv previno la DE a concentraciones mayores de
2,5x10 M de ACh. El tratamiento con EVv, modificé el pD2 del grupo 2 a 6,73, es decir
un cambio de 1,04 veces, respecto del valor control. A concentraciones superiores de
ACh, como aquellas del percentil 75 (EC75), demuestran que el tratamiento con EVv
puede restaurar la sensibilidad a ACh a valores estadisticamente iguales respecto del
valor control, lo que implica que se ha prevenido el dLa§arroIIo de DE por el tratamiento
con EVv. Asi, a una concentracion de ACh de 5x10 M, indujo una relajacion 2,41%
menor que la del grupo control y cinco veces menor que la del grupo con Clx.

Determinaciones anteriores del pD2 de ACh (control) y aortas tratadas con Clx
muestran valores similares a los reportados en la presente tesis (Cordero, 1996), lo que
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permite comparar los resultados obtenidos con EVv con mejor base. Asi, los resultados
aqui obtenidos, muestran que el tratamiento agudo in vitro con ClIx puede producir una
DE importante, misma que es significativamente prevenida por el tratamiento con EVv. No
obstante, el disefio experimental no nos brinda la posibilidad de especular respecto de los
mecanismos de accién subyacentes.

Los mecanismos por los cuales el Clx afecta la relajacién del muasculo liso vascular
no son conocidos. Desde un punto de vista farmacolégico, la DE observada in vitro en
presencia de Clx seria consecuencia directa del principio activo del medicamento, el
clonixinato, ya que la lisina, parte conjugada del medicamento no ha demostrado
reproducir los efectos de alteracion de la funcién endotelial vascular (Cordero, 1996).
Estudios preliminares, aun no publicados y realizados en el Laboratorio de
Farmacodinamia y Fitofarmacologia, han mostrado que la DE inducida por ClIx podria
deberse a una disminucion en la disponibilidad de la eNOS, afectando el tORNA o al
M RNA, en células de corddon umbilical humanas incubadas durante 24 horas.

Otro mecanismo por el cual el Clx prodria inducir disfuncion endotelial seria el
bloqueo de la accion de derivados del acido araquidénico como la prostaciclina, con
notable efecto vasorrelajador. Este efecto es reproducido por otros AINEs como
ketoprofeno e ibuprofeno (Aguilera y Pifeiro, 1996). Sin embargo, no es posible
generalizar esta accion a todos los AINEs, incluido el CIx ya que indometacina, un
bloqueador selectivo de la enzima COX[I1 no induce disfuncién endotelial(Cordero,
1996).

El tratamiento in vitro con EVv previo a la incubacién con ClIx, evité la manifestacién
de la DE en los anillos adrticos del grupo 2. Al igual a lo observado anteriormente (Mufioz,
2002), EVv fue capaz de prevenir la disfuncién endotelial significativamente. El
mecanismo de proteccién de EVv no se ha dilucidado aun y parece ser mas bien multiple
(Bustamante y cols., 2003). Existe un efecto vasorrelajador per se de V. vinifera, que es
dependiente de endotelio (Aldini y cols., 2003); nuestros resultados son consistentes con
los descritos en la literatura, aunque el rango de concentraciones no parece concordar.
Nosotros observamos relajacién con concentraciones tan bajas como 5,35 ng/mL,
alcanzando un 35% de relajacion con 13,37 ng/mL. Aldini y cols. (2003), muestran curvas
de relajacién endotelio dependientes con procianidinas en el rango 1 yM a 50 yM. Si bien
los rangos son los usuales para otros farmacos con actividad vasorrelajante, no resulta
simple poder comparar los rangos nuestros con los descritos, primero porque el extracto
que utilizamos estd estandarizado en proantocianidinas, que por hidrélisis genera
procianidinas. Segundo, el extracto usado por Aldini y cols., es una mezcla de polifenoles
(acido galico, catequina, epicatequina y polimeros de galatos) y no esta especificado la
molaridad de las especies individuales.

Sin embargo, se sabe que el extracto de V. vinifera puede inducir vasorrelajacion a
concentraciones muy bajas. Corder y cols. (2001), mostraron que V. vinifera inhibe la
transcripcién del gen de la endotelinal1, un poderoso agente constrictor, induciendo la
relajacion del musculo liso vascular, con un tiempo de exposicién de 6 horas.

El EVv ha demostrado ser efectivo en la reversion de la DE en aortas de ratas
diabéticas tipo |, donde la DE es consecuencia al menos en parte del ataque de especies
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DISCUSION

radicales derivadas del oxigeno (radical hidroxilo y anién superoxido). EVv parece actuar
por la captura de radicales libres y asi disminuir el dafio al endotelio vascular (Mufioz,
2002). No obstante, nuestro disefio experimental no permite discriminar una accion
antioxidante.

Finalmente, dada la condicion de venta libre de los AINEs como ClIx, ketoprofeno e
ibuprofeno, y el hecho cierto de la automedicacién en nuestra sociedad, hace altamente
probable que los consumidores utilicen AINEs, o combinaciones de ellos, para dolencias
tan disimiles como el alivio de los malestares asociados al resfrid, cefaleas, fiebre y, en
numero no menor, de modo abiertamente crdnico (aspirina en la prevencion del reinfarto,
artritis). El uso crénico de AINEs conlleva a efectos secundarios cardiovasculares que se
asocian a la DE y de aqui, a alteraciones de la presion arterial.

Es ampliamente aceptada la accion protectora de las procianidinas sobre la
prevencion de enfermedades cardiovasculares (Frankel y col., 1993; Diebolt y cols., 2001;
Bustamante, 2003), principalmente por su accién antioxidante. A la luz de los resultados,
el extracto usado en nuestro estudio, con un 85% de proantocianidinas oligoméricas, se
perfila no solo como un importante fitofarmaco en la prevencion de cardiovascular, sino
en la prevencion de la DE por el uso crénico de AINEs.
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CONCLUSIONES

El extracto seco estandarizado de Vitis vinifera protege la disfuncién endotelial inducida in
vitro por clonixinato de lisina en anillos adrticos de rata.
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PROYECCIONES

PROYECCIONES

Los resultados obtenidos en este estudio, el cual muestra la capacidad preventiva del
extracto seco estandarizado de Vitis Vinifera sobre la disfuncién endotelial inducida por
AINEs, podrian orientar a la ejecucion de estudios clinicos, implementando el tratamiento
con modelos de enfermedades crénicas que afecten al tejido cardiovascular; esto
conduciria a posibles terapias combinadas entre AINEs vy fitofarmacos, ya que se podria
reducir los efectos secundarios de los AINEs sobre el endotelio vascular.

Es importante destacar que cada dia los fitofarmacos adquieren mayor importancia
debido a su menor nimero de reacciones secundarias, por lo que es muy importante
seguir desarrollando investigaciones en esta area para asi mejorar, perfeccionar y
descubrir nuevos usos terapéuticos de estos farmacos.

Finalmente, consideramos que el conocimiento de estos fitomedicamentos, podria
ser una herramienta util en el quehacer de los kinesiologos, ya que son medicamentos
OTC, de venta directa, y que pueden ser recomendados por cualquier profesional de la
salud.
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ANEXOS

Tabla l.Porcentaje de relajacion relativa dependiente de endotelio en funcidon de concentraciones crecientes

de acetilcolina sobre anillos aérticos in vitro de los diferentes grupos tratados ( Ver figura 6).

[ACh] en el bafo de 6rgano| Relajacion Relativa (%)
Molar _  |-Log [ACh] Control N=25 Grupo 1 N=9 Grupo 2 N=6
1,0x10°0 18,0 6,51 £ 0,93 6,24 + 2,03 2,44 0,67
50x10 -~ |7,3 30,45 + 2,91 16,40 £ 3,67 * 10,72+ 3,10
7 (p<0,01)
1,0x10 7,0 54,45 + 3,87 2529+3,46 22,46 +4,28 1
= (p<0,001)
2,5x10 6,6 78,37 + 3,18 37,51+4,69* 64,86 + 6,24 t
= (p<0,01)
5,0x10 6,3 89,83 + 2,37 51,46+7,18* 83,22+4,16 t
5 (p<0,01)
1,0x10 . |6,0 93,06 + 2,14 68,75+ 6,97 * 92,59+3,82 ¢
50x10° |5,3 97,89+ 0,85 85,43+6,25" 95,48 + 3,79

* Control v/s, Grupo 1 (p20,01), T Control v/s, Grupo 2, T Grupo 2 v/s Grupo 1.

Tabla Il. Valores de los coeficientes de la ecuacidon obtenida por el ajuste de curvas polinomial Y = a, + (a /

[1+(X/ az)
correlacién r.

]) a partir de los datos de los tres grupos experimentales y sus respectivos coeficientes de
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Grupo a, a, a, a, Coeficier'ffe
Correlacion r

Control 0,541317 96,260316 7,058559 |22,103801 0,999203

Grupo 1 3,346993 87,142060 6,429757 14,121271 0,997890

Grupo 2 |2,337892 92,757809 6,738671 |31,148178 0,999085
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