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RESUMEN

Introduccion. La diabetes mellitus (DM) es un padecimiento
metabdlico, que en México ocupa el cuarto lugar en causas de mor-
talidad desde 1989, ocasionado por la insuficiencia endocrina de
liberacion de insulina, por las células B del pancreas. A largo plazo
la hiperglicemia resulta en dafio de los nervios (neuropatia), de los
vasos pequefios (microangiopatia) y de los vasos de gran calibre
(macroangiopatia).

Material y método. Se empleo la metodologia de aorta en ca-
mara de drgano aislada y equipo Biopac MP100, para realizar las
curvas concentracion-respuesta a fenilefrina, y en presencia de L-
NAME inhibidor de las NOS-1, NOS-2 y NOS-3 o con indometa-
cina como inhibidor de las COX1y COX2.

Resultados. En la DM se observé hiperreactividad tanto en
anillos con y sin endotelio respecto al grupo control (p < 0.001).
En la DM disminuye la funcién endotelial, sugiriendo disminucion
en la produccion de 6xido nitrico (NO) e incremento en la produc-
cion de agentes contractiles que provienen del musculo liso vascu-
lar. Estas alteraciones se normalizaron en los grupos diabéticos
tratados con ambos iECAS (ramipril y captopril).

Conclusiones. Estos efectos benéficos de los iECAS podrian
indicar un aumento en la produccién y/o liberacion de NO, aunque
este efecto es mayor con el captopril y sugiere la disminucién en la
produccidn de prostanoides contractiles y aumento en la actividad
del NO.

Palabras clave: Endotelio, 6xido nitrico, prostaglandinas, DM,
aorta, prostaciclina, tromboxano, receptores o1 andrenérgicos, reac-
tividad vascular.

Effect of the treatment with ramipril in aortic
reactivity of rats with diabetes mellitus: participation
of nitric oxide and prosatnoids

SUMMARY

Introduction. Diabetes mellitus (DM) is a metabolic suffering,
in Mexico occupies the fourth place in mortality causes from 1989,
caused by the endocrine insufficiency of insulin liberation, by pan-
creas cells B. In long term hyperglycemia is in damage of the nerves
(neuropathy), small vessels (microangiopathy) and heavy caliber
vessels (macroangiopathy).

Material and method. Aortic methodology in organ isolated
camera and Biopac MP100 equipment was used, to make concen-
tration-answer to fenilefrine curves, and in the presence of the
NOS-1, NOS-2 and NOS-3 inhibitor L-NAME or with indometa-
cine like COX1 and COX2 inhibitor.

Results. Hyperreactivity in rings with and without endothely
with respect to control group was observed In DM. Endotelial
function diminishes in DM, suggesting diminution in the produc-
tion of NO and increase in the production of contractil agents who
come from vascular smooth muscle. These alterations were stan-
dardized in diabetic groups treated with both iECAS (Ramipril and
Captopril).

Conclusions. These beneficial effects of iECAS could indicate
an increase in the production and/or liberation of NO, although this
effect is greater with captopril and suggests diminution in the pro-
ductivity of contractil prostanoids and increase in the NO activity.

Key words: Endothely, nitric oxide, prostaglandines, DM, aor-
tic, prostacicline, tromboxane, andrenergic o1 receptors, vascular
reactivity.
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Efecto del tratamiento con ramipril en la reactividad de la aorta de ratas con diabetes mellitus

Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es un padecimiento metabolico
caracterizado por hiperglicemia, ocasionado por la insuficien-
cia endocrina de liberacion de insulina, por las células 3 del
pancreas. A largo plazo la hiperglicemia resulta en dafio
de los nervios (neuropatia), de los vasos pequefios (mi-
croangiopatia) y de los vasos de gran calibre (macroan-
giopatia),' teniendo una gran importancia el dafio endotelial
de la vasculatura aértica.’

En México la DM ocupa el cuarto lugar en causas de mor-
talidad desde 1989. Su prevalencia se increment6 en forma
significativa en las ultimas décadas y hoy en dia afecta alre-
dedor de 8% de la poblacion mayor de 20 afios, afectando a
mas de 150 millones de personas en el mundo.?

Las complicaciones provocadas por enfermedades car-
diovasculares estan entre las principales causas de muerte
que ocurren en pacientes diabéticos.*

Reportes previos sugieren que un decremento en la rela-
jacion dependiente de endotelio podria deberse a una dismi-
nucion en la sintesis o en la liberacion de factores relajantes
del endotelio,>* al incremento en la liberacion de factores
contractiles® como metabolitos vasoactivos de acido araqui-
donico (tromboxano A2 [TXA,], prostaglandina H2 [PGH, ]
y/o a la inactivacion de 6xido nitrico (NO) por radicales li-
bres.” El incremento en la reactividad vascular a agonistas
o, -adrenérgicos fue demostrado en diferentes lechos vascu-
lares de animales diabéticos.’

Sin embargo, los mecanismos responsables del incremen-
to de la respuesta contractil de las arterias diabéticas a ago-

nistas vasoconstrictores no estan completamente entendi-
dos. Las alteraciones de la funcion endotelial,® incrementan
la movilizacion de calcio,’ y la inhibicion de la actividad de la
ATPasa Na+, K+,'° estos hallazgos parecen contribuir a es-
tos cambios en la reactividad vascular.

La hiperglicemia crénica condiciona fendmenos de glico-
silacion de proteinas y procesos de estrés oxidativo, afec-
tando de forma importante la funcion endotelial.” Se ha de-
mostrado la glicosilacion del sitio activo de la prostaciclina
sintasa, de tal manera que este mecanismo promueve la hipe-
rreactividad vascular (Figura 1).

EINO se sintetiza a partir del aminoacido L-argininay del
oxigeno molecular, por medio de las enzimas sintasas de NO
(NOS). Los productos finales de la reaccion son NO y la
citrulina. La vida media del NO es de 3-5 segundos y es un
potente vasorrelajante, después es metabolizado en presen-
cia de agua a nitritos (-NO,) y nitratos (-NO,).

E1NO regula numerosos procesos fisiologicos, incluyen-
do la neurotransmision, la relajacion del musculo liso vascu-
lar, la reactividad plaquetaria y la actividad citotoxica de las
células inmunitarias."!

Los analogos de la L-arginina como la N-nitro-L-arginina-
metil-ester (L-NAME), inhibe a la NOS, por tanto la produc-
cion de NO.'!2

Por otro lado las prostaglandinas (PGS), pertenecen al
grupo de los eicosanoides que constituyen un grupo de com-
puestos que se forman a partir de algunos acidos grasos
polinsaturados, provenientes de la dieta, en particular del
metabolismo del acido araquidénico (AA). EI metabolismo
del AA através de las vias de la lipooxigenasa y ciclooxige-
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Figura 1. Mecanismos sobre la participacion del oxido nitrico y las prostaglandinas, durante la reactividad vascular al agonismo o adrenér-
gico, con efecto contractil durante la DM (Ibarra Barajas y Sosa-Luna, 2005).
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nasa resulta en la formacion de leucotrienos y prostanoides,
respectivamente.

La familia de las ciclooxigenasas esta constituida por tres
isoformas, sin embargo, son dos las que han sido amplia-
mente estudiadas; la ciclooxigenasa -1 (COX-1), que se ex-
presa de manera constitutiva en casi todas las células y la
ciclooxigenasa-2 (COX-2), que se induce por algunos facto-
res séricos, citosinas y factores de crecimiento.'

Las prostaglandinas principales, PGI, (prostaciclina), PGD,
PGE, y PGF, son metabolizadas rapidamente y ejercen la
mayor parte de sus efectos fisioldgicos en forma local. La
prostaciclina causa vasodilatacion, broncodilatacion e inhi-
be la agregacion plaquetaria. Los efectos de las prostaglan-
dinas vasodilatadoras son balanceados por el TXA , el cual
es un potente vasoconstrictor, broncoconstrictor y agregante
plaquetario producido principalmente por las plaquetas.'* La
COX es inhibida en forma selectiva por los analgésicos anti-
inflamatorios no esteroideos (AINES), tales como el acido
acetilsalicilico y la indometacina.

El sistema renina-angiotensina (SRA), estd involucrado
en la regulacion de la presion sanguinea, el balance de flui-
dos y otras funciones cardiovasculares y renales. La renina
es la enzima limitante de la produccidon de angiotensina II,
que es el componente biolégicamente activo del SRA. En la
circulacion y en diversos tejidos la renina rompe el angioten-
sindgeno para liberar el decapéptido angiotensina I, que es
convertido a All, por la enzima convertidora de angiotensina
(ECA).

La renina, al igual que los demas elementos del SRA, se
expresa en tejidos extrarrenales, lo cual ha conducido a pos-
tular la existencia de SRA locales, con funciones especificas
del tejido y que pueden estar involucrados en diferentes
patologias.'s

Recientes estudios indican que el incremento de los nive-
les de angiotensina II durante la diabetes incrementan la ex-
presion del RNAm de NAD(P)H oxidasa que es considerada
la fuente mas importante de especies reactivas de oxigeno.!®

Los principales efectos de angiotensina II incluyen vaso-
constriccion, produccion de especies reactivas de oxigeno,
hipertrofia celular y apoptosis.'®

Sin embargo, aun no se han definido los mecanismos que
actuan en la vasculatura de aorta de rata.'®

El efecto de los inhibidores de la ECA en la reactividad
vascular podria retrasar la progresion, tanto de la insuficien-
cia cardiaca como de la aterosclerosis y pueden prevenir
complicaciones de la diabetes. Un metaanalisis de tres estu-
dios importantes, que incluyé mas de 9000 pacientes con
fraccion de eyeccion del V.1. baja, mostrd que el tratamiento
con iECAs (ramipril 10 mg/dia), reducia un 23% el infarto del
miocardio y de otros eventos isquémicos (HOPE 2000)."” El
ramipril es usado para el tratamiento de la falla cardiaca con-
gestiva y para la hipertension; y disminuye la progresion de
la falla renal en pacientes con diabetes. El captopril esté indi-
cado para el tratamiento de la hipertension arterial, y en el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva, la admi-
nistracion de captopril esta indicada después del infarto al
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miocardio, en pacientes clinicamente estables con alteracion
asintomatica y sintomatica del ventriculo izquierdo, para
mejorar la supervivencia, demorar el inicio de la insuficiencia
cardiaca sintomatica, reducir las hospitalizaciones por insu-
ficiencia cardiaca y reducir los procedimientos de revascula-
rizacidn coronaria e infarto al miocardio recurrente.'* Aun-
que los iECAs, parecen mostrar un incremento en la funcion
endotelial arterial de animales de experimentacion y en pa-
cientes con aterosclerosis coronaria establecida, su efecto
preciso en DM, no ha sido bien establecido y su eficacia es
todavia controversial.'

Metodologia

Animales de experimentacion:

Se utilizaron ratas Wistar machos (9-10 semanas de edad),
de 250 a 300 gr de peso. Se alimentaron con alimento Harman
Teklad para roedores de Laboratorio LM-485 con 4.05 Kcal/
gr, asi como agua ad libitum. Los animales se mantuvieron
bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12 x 12 horas a temperatura
ambiente entre 18 y 22 grados centigrados, en el Bioterio de
la Escuela Militar de Graduados de Sanidad.

Farmacos y quimicos:

Clorhidrato de L-fenilefrina (PE), cloruro de carbamilcoli-
na (carbacol), estreptozotocina (STZ), clorhidrato de Nw-
nitro-L-arginina-metil-ester- (L-NAME), indometacina, clor-
hidrato de rauwolscina y captopril (CAP), fueron comprados
a Sigma (St. Louis, MO, USA). E1-DL~ clorhidrato de propa-
nolol 99% fue comprado a Acros Organics (New Yersey,
USA). El ramipril (RAM) fue proporcionado por Usiphar
(L’Aigle France). El Pentobarbital Sédico para uso veterina-
rio fue adquirido de Salud & Bienestar Animal, S.A. de C.V.
(México). Todos los demas quimicos fueron adquiridos de
laboratorios Merck (Germany). Todos los farmacos excepto
laSTZ, RAM y CAP fueron disueltos en la solucién de Krebs.
La STZ fue disuelta en amortiguador frio de citratos a un pH
de 4.5. Ramipril (1 mg/kg/dia) y captopril (30 mg/kg/dia) fue-
ron disueltos y ajustados a un volumen de agua para beber
por dia.

Soluciones:

Agua destilada y solucion de perfusion (Krebs) cuya com-
posicion (en mM) es la siguiente: NaCl: 6.9g (118 mM), NaH-
CO,:2.1g(25 mM), KCI: 0.35g (4.7mM), MgSO,.7H,0: 0.29g
(1.17mM), CaCI.2H,0: 0.37g (2.5 mM), KH,PO,: 0.16g (1.17
mM), Glucosa: 2.1g (11.6 mM), EDTA: 0.01g (0.026 mM), los
compuestos mencionados, se disolvieron en un litro de agua
ultra pura, la solucion de Krebs permanecié con burbujeo
constante de una mezcla de 95/5% de O,/CO,, aun pH de 7.4
y a una temperatura de 37°.

Material y Equipo:

Tiras reactivas para glucometro digital Accutrend GCT
de Roche Diagnéstico GmbH (Mannheim Germany) (Glu-
cosay Triglicéridos), Equipo de micro cirugia. Equipo Bio-
pac. -100-A-CE. (Santa Barbara, CA USA). Transductores
de presion (Grass FT03 RI, USA), Sistema de 6rgano aisla-
do (camaras o bafio). Equipo para medir presion en la arteria
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caudal: Que consta de esfigmomanoémetro, sensor [ITC con
un haz de luz dirigido a una celda fotosensible montada en
un manguillo de hule latex inflable, que son captadas simul-
taneamente en un poligrafo Grass modelo 7D, Sistema de
burbujeo de carbogeno (95% 0,/5% CO,).

Protocolos

Induccion de diabetes mellitas. Se indujo la diabetes por
una inyeccidn intraperitoneal de STZ a dosis de 50 mg/kg de
peso, se confirmo el desarrollo de DM por determinacion de
glucosa mayor a 200 mg/dL, con un glucometro digital, a las
72 horas.

Determinacion del peso corporal, glucosa y triglicéri-
dos. Los pesos corporales y los niveles sanguineos de glu-
cosa fueron monitorizados una vez a la semana. Ademas, se
monitorearon los triglicéridos en sangre, en los siguientes
tiempos: inicial, dos semanas y cuatro semanas.

Diserio experimental. De un total de 54 ratas, los anima-
les fueron divididos al azar en dos grupos experimentales;
controles y diabéticos: los controles y diabéticos se dividie-
ron en tres subgrupos (N = 9); tratados con vehiculo, con
ramipril o con captopril.

Protocolo de administracion de los farmacos. El ramipril
y captopril fueron administrados, a partir del dia 15, de in-
duccion de la diabetes, en el agua de beber, a una dosis de 1
mg/kg/dia para el ramipril (se utilizaron tabletas de 10 mg) y
30 mg/kg/dia para el captopril (se utilizo la sal activa).

Registro de la presion arterial sistélica, media y diasto-
lica en animales conscientes. El registro de la presion arte-
rial sistdlica se realiz6 de manera indirecta, registrando el
pulso sistodlico, diastdlico y medio de la presion en la arteria
caudal. El sistema de registro consta de un sensor IITC con
un haz de luz dirigido a una celda fotosensible, montada
en un manguillo de hule latex inflable, en donde se intro-
duce la cola de la rata. Un esfigmomandmetro conectado
al manguillo suministra la presion necesaria para que se in-
fle rapidamente, obstruya la arteria caudal y posteriormente
se desinfle de manera gradual y constante. Las sefiales pro-
venientes de la fotocelda y del esfigmomanoémetro captadas
simultdneamente en un poligrafo Grass modelo 7D y una com-
putadora, permitié medir los cambios en la tension arterial.
Las mediciones se llevaron a cabo en los siguientes tiempos:
inicial, dos semanas y cuatro semanas.

Registro de la contraccion isométrica en aortas aisla-
das de ratas. Al final de cuatro semanas de los experimentos,
las ratas fueron sacrificadas y una vez que se obtuvo la aorta
toracica descendente, la cual fue cuidadosamente disecada
y removida a una caja de petri con solucion de Krebs y oxige-
nacioén, se termind por limpiar de todo el tejido conectivo
adyacente hasta dejarla lo mas limpia posible sin dafiarla,
se cortd en cuatro anillos de aproximadamente 4 mm de
largo, de los cuales a dos se les removio el endotelio por
frotacion de la superficie luminar con la punta de una pinza
Kelly. Los anillos de aorta fueron colocados entre dos gan-
chos de alambre de nikrom, se fijo en la base de las camaras
y el otro alambre (opuesto), se fijé al transductor de tension
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(GRASS FT03, RI, USA) conectado a un equipo MP-100-A-
CE Physiograph Biopac Systems Inc., (Santa Barbara, CA,
USA) y a una computadora. Se midieron los cambios en la
tension isométrica en las preparaciones arteriales provoca-
dos por los agonistas. Cada una de las camaras para érgano
aislado contenian 10 mL de solucién Krebs con un (pH
7.4), una temperatura de 37°C, y continuamente oxigenada
con una mezcla de 5% CO,y 95% O,. A todas las solucio-
nes de Krebs se les adiciono Rauwalscina (1 x 10 M) y
Propanolol (1 x 10”7 M) para antagonizar los receptores .,
B, B, adrenérgicos. Una vez colocados todos los anillos en
el interior de las cAmaras, se sometieron a una tension inicial
en reposo optima de 3.0 g y posteriormente se estimul6 tres
veces con fenilefrina (1 x 10° M), cada 30 minutos y con
lavados intermedios cada 15 minutos. En el tercer estimulo
con fenilefrina (1 x 10-° M), cuando la respuesta contractil
llega a la meseta, se le agrego carbacol (1 x 10° M) para
evaluar la integridad del endotelio, una relajacion igual o
mayor a 80% es considerada suficiente para demostrar la
integridad funcional del endotelio. Después de 30 minutos,
se realizo la curva concentracion respuesta acumulativa con
PE (1 x 10® a 1 x 10° M) para cada anillo. Por otro lado, las
respuestas relajantes menores a 20% de la concentracion pre-
via fueron consideradas como indicativo de la remocion del
endotelio.?

En anillos con y sin endotelio se realizaron las curvas
con PE de manera acumulativa, permitiendo llegar a la me-
seta con cada concentracion para agregar la dosis subsi-
guiente, hasta alcanzar el efecto maximo (Emax).

Los inhibidores no selectivos de la sintasa de 6xido nitri-
co L-NAME (1 x 10* M) y de la ciclooxigenasa, Indometacina
(1 x 10 M), fueron adicionados en las camaras que conte-
nian anillos de aorta durante 30 minutos antes de la segunda
curva a PE. Las curvas con PE se realizaron de manera acu-
mulativa, permitiendo llegar a la meseta entre cada concen-
tracion de PE (1 x 10® a 1 x 105 M) para agregar la concentra-
cion subsiguiente, hasta alcanzar el efecto maximo (Emax).

La sensibilidad a los agonistas fue evaluada con los para-
metros de Emax, area bajo la curva (AUC) y dosis efectiva 50
(pD,), la cual es el logaritmo negativo de la concentracion del
farmaco requerido para producir 50% de la respuesta maxima.

Estadistica

Los resultados fueron analizados usando las pruebas es-
tadisticas t de Student, t pareada y analisis de varianza (ANO-
VAs). Las diferencias fueron consideradas estadisticamente
significativas con un valor de p <0.05.

La prueba t de Student se utilizé para las variables como
el peso, glicemia, triglicéridos y presion arterial sistélica. En
todos los casos se tomd como nivel de diferencia estadisti-
camente significativa una p <0.05. Ademas se utilizo el pro-
grama Sigma Plot para la construccion de las curvas concen-
tracion-respuesta (empleando la funcién Fit Curve).

Todos los valores fueron expresados como la media =+
SEM de todas las variables medidas, por ejemplo: peso, gli-
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cemia, respuesta contractil, etc. La AUC fue calculada de
cada curva concentracion-respuesta de manera individual
en anillos sin endotelio y con endotelio y las relaciones
AUC sin entodelio/AUC con endotelio y AUC con inhibi-
dor/AUC control o sin inhibidor, son expresadas como un
porcentaje del incremento o decremento (A%). En donde la
tension inicial fue considerada como 100% en anillos de aor-
ta con endotelio o controles (sin inhibidor L-NAME 1 x 10+
M o Indometacina 1 x 10 M). El porcentaje del incremento o
decremento se considera como un indice de la funcion endo-
telial del NO y de las prostaglandinas.

Para cada curva concentracion-respuesta, el efecto maximo
(E,.) ¥ laconcentracion de agonista que produce la mitad del
efecto maximo E__ (log EC, ), fueron calculados usando un
analisis de regresion no lineal (GraphPad Prism Software, San
Diego, CA). La sensibilidad de los agonistas fue expresada
como pD, (-log EC, ) y se consideran como un indice de la
reactividad vascular.

Resultados

Las ratas con STZ, presentaron severa hiperglicemia a las
48 horas y después de cuatro semanas, incrementaron su
presion sanguinea tanto sistolica, diastdlica y media respec-
to al grupo CTL (t de Student p = 0.002). El grupo de ratas
diabéticas tratadas con (CAP) y el grupo de ratas diabéticas
tratadas con (RAM) redujeron a niveles normales le presion
sanguinea. A partir de la segunda semana el peso de las
ratas diabéticas y la hiperglicemia observada en DM trata-
das con vehiculo (RAM) o (CAP), mostraron diferencias esta-
disticamente significativas al compararlo con el grupo control
(ANOVA unavia, p<0.005), por tanto, el tratamiento en la DM
no modificé la hiperglicemia ni la pérdida de peso en los ani-
males de experimentacion (Cuadro 1).

Los niveles sanguineos de triglicéridos fueron incremen-
tados en la hiperglicemia en todos los grupos (DM, DM+RAM
y DM+CAP) vs. el grupo (CTL) (t de Student p <0.001). El
efecto para reducir los niveles sanguineos de triglicéridos en
el grupo de ratas diabéticas tratadas con (RAM) fue signifi-
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Figura 2. Efectos en la reduccion de niveles de triglicéridos en sangre
en los tratamientos con ramipril y captopril en ratas diabéticas. Las
barras muestran la media y SEM en los niveles de triglicéridos en
sangre, después de cuatro semanas de inducida la diabetes con STZ.

cativo (t de Student p = 0.004) y no se modifico en el grupo
de ratas diabéticas tratadas con captopril (CAP) (p =0.123).
Cuando comparamos los grupos de ratas diabéticas tratadas
con (RAM) con los grupos control (CTL y DM) se encontra-
ron diferencias con la prueba t de Student p < 0.001 y p =
0.004, respectivamente. El tratamiento de ratas diabéticas con
(RAM) cuando se compara con el grupo control (CTL) no
normaliza los niveles sanguineos de triglicéridos, solamente
los reduce. Este efecto del ramipril, que resulta ser benéfico
en situaciones de hipertrigliceridemia, como podria ser en
procesos patologicos como la DM, explica el efecto en la
reduccion de riesgos de IAM u otras complicaciones cardio-
vasculares (Figura 2).

En las condiciones experimentales utilizadas se observo
que la hiperglicemia a las cuatro semanas después de la in-
ducciodn de la diabetes con STZ, indujo hiperreactividad a la
estimulacion de los receptores o -adrenérgicos, al comparar-
lo con el grupo (CTL), tanto en anillos con endotelio como
sin endotelio (Figura 3). Las éareas de las curvas de concen-
tracion-respuesta a PE, de aortas con endotelio, del grupo de
ratas diabéticas tratadas con (RAM) fue estadisticamente
diferente con respecto al grupo DM (prueba de Wilcoxon

Cuadro 1. Peso corporal, nivel de glucosa sanguinea, y presion arterial en las ratas control, diabéticas y tratadas con ramipril y captopril.

Peso corporal (g)

Glucosa sérica (mg/dL)

Presion sanguinea
Media (mmHg)

Semana 0 Semana 2 Semana 4 Semana 0 Semana 2 Semana 4 Semana 0 Semana 2 Semana 4

Control

CTL 240.64 £ 10.34 26082 £ 10.19 312 + 8.69 99.27 £ 372 98.55 + 286 93 + 3.08 102.5 £ 6.07 102.88 + 3.50 104.75 + 424
RAM

CTL 2523 £ 62 269.6 £ 44 2986 £ 62 1003 + 3.35 99.13 + 38 898 + 53 1048 £ 29 107.16 + 2.34 111.16 = 4.19
CAP

CTL 2578 £ 43 2804 £ 48 305.8 + 47 1026 + 2.7 101.61 + 3.6 889 =+ 6.6 101.9 + 348 101.29 £ 24 103.5 + 4.072
Diabética

DM 27288 + 370 25275 * 15.30*% 233.5 + 12.43*% 8488 £ 220 409.13 £ 33.14%%*% 45775 £ 25.18*%*%104.57 + 497 12371 + 2.80** 137.71 £ 3.53%**
RAM 269.17 £ 468 22667 £ 7.63 204.6 £ 2.94% 8633 + 214 40833 £ 36.49%** 489.17 £ 17.94%** 101.0 £ 394 12467 + 4.95* 110.83 + 4.28
CAP 283.71 + 682 259 + 10.63 24043 + 14.84* 8686 * 242 391.2 + 18.67%%*% 48543 + 2425%** 9686 + 325 117.14 *+ 2.15*% 111.71 + 1.13

Los datos son representados como la media = SEM. * p < 0.05 (comparado con el control).
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< 0.005 (comparado con el control). *** p < 0.001 (comparado con el control)
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A -@- Control
-~ Diabética

ANOVA < 0.001

Contraccion (g)

B -@- Control
-(O~ Diabética

Fenilefrina-Log [M]

*Diferencias con ANOVA de dos vias P < 0.001 entre CTL vs. DM. En (A) se muestran los anillos de aorta con endotelio: pD, 6.99 + 021 yE =243 +

10 9 8 7 6 5
Fenilefrina-Log [M]
0.11 g en el grupo CTL vs. pD, = 7.71

+ 0.18yE_ =325 % 0.15en DMy en (B) anillos de aorta sin endotelio: pD, 7.70 + 0.12yE_ =3.04 £ 0.06 g en el grupo CTL vs. pD, = 8.10 + 0.15 yE_ =386 £ 033 genDM

Figura 3. La hiperreactividad a la estimulacion de los receptores o, -adrenérgicos en anillos de aorta de rata diabética es similar con y sin
endotelio. Los circulos muestran la media y la SEM de los datos de la curva concentracion-respuesta a PE.

Cuadro 2. Contraccién y parametros de las curvas Concentracion-Respuestas

AUC E, . (®) pD,
Endotelio Sin endotelio A% Endotelio Sin endotelio A% Endotelio Sin endotelio A%
intacto relacion intacto (relacion E- intacto relacion
E-/E+) /E+) E-/E+)
No-
Diabético
CTL 6.14 = 0.66 8.07 £ 0.30* 31.43 243 £ 0.11 3.04 £ 0.06%** 25.10 6.99 £ 0.21 7.70 £ 0.12**  10.15
(p = 0028) (p=<0.001) (p=<0.016)
RAM CTL
413 + 0.46 10.65 + 0.80%** 57.86 230 £ 0.20 3.66 £ 0.21%** 59.13 6.56 £ 0.99 8.06 = 0.15%** 22.86
(p=<0.001) (p=<0.001) (p=<0.001)
CAP CTL  5.65+0.81 7.62 £ 0.23%* 34.86 254 £ 023 3.04 £ 0.07 19.68 698 + 0.48 747 £ 0.15%* 7.02
(p=0.017) (p=10.318) (p=<0.005)
Diabético
DM 9.43 + 0.63 10.85 + 0.82 15.05 325 £ 0.15 386 £ 0.33 18.76 771 £ 0.18 810+ 0.15 5.05
(p=0.166) (p=0.438) (p=10.076)
RAM 7.41 £ 0.61 9.59 + 0.68* 29.41 2.69 £ 0.07 3.86 = 0.19%** 59.42 7.37 £ 0.19 7.29 + 0.09 -1
(p=0.020) (p=<0.001) (p=0.103)
CAP 6.44 + 0.49 8.74 £ 0.24%%* 35.71 2.55 £ 0.06 3.28 £ 0.17%** 28.62 720 £ 0.13 779+ 0.10%** 819
(p=<0.001) (p=<0.001) (p=<0.001)

En A% en la relacion E-/E+ de: AUC, Emax y pD2. en anillos con y sin endotelio de los diferentes grupos. (E+ = con endotelio, E- = sin

endotelio).

* p < 0.05, Endotelio vs. sin endotelio ** p < 0.005, Endotelio vs. sin endotelio *** p < 0.001, Endotelio vs. sin endotelio ***p < 0.001

(comparado con el control).

Signed Rank p =0.027), y no presentd diferencias estadisti-
camente significativas con el grupo de ratas (CTL) (Wilcoxon
Signed Rank p=0.181); mientras que los anillos de aorta sin
endotelio no se observaron diferencias con el grupo (CTL)
(t-pareada, p = 0.096). Lo que indica que el farmaco ramipril
normaliza la reactividad vascular en los anillos con y sin
endotelio de ratas diabéticas (Cuadro 2).

Las éareas bajo las curvas de concentracidon-respuesta a
PE de aortas con endotelio del grupo de ratas diabéticas
tratadas con (CAP) fue muy diferente estadisticamente con
respecto al grupo DM (t-pareada p =< 0.001), y no presento
diferencias al compararlo con el grupo de ratas CTL (t parea-
da p =0.758); en tanto que los anillos de aorta sin endotelio
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mostraron una reduccion de la respuesta contractil compara-
do con el grupo DM (prueba de Wilcoxon Signed Rank p =
0.030) sin presentar cambios significativos al compararlo con
el grupo CTL (prueba de Wilcoxon Signed Rank p =0.265). Lo
que indica que el farmaco captopril tiene la capacidad de nor-
malizar la reactividad vascular en los anillos de aorta de rata
diabética, tanto con endotelio como sin endotelio.

Este grupo no presenta diferencias al compararlo con las
ratas diabéticas tratadas con (RAM) (t de Student p=10.351)
(Figuras 4y 5).

Tampoco se observan diferencias estadisticamente sig-
nificativas en los anillos sin endotelio de estos dos grupos
de ratas diabéticas tratadas (prueba de Wilcoxon Signed Rank
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Figura 4. Diferencias de las areas bajo la curva a PE de los distintos
grupos de anillos con endotelio.
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* p <0.05 entre CTL vs. DM. ** p <0.05 entre DM vs. DM+CAP. *** p <0.005 entre CTL CAP
vs. CTL RAM.

Figura 5. Diferencias de las areas bajo las curvas a PE, de los distintos
grupos de anillos sin endotelio.

Cuadro 3. Efecto del NO, en la contraccion y parametros de las curvas concentracion respuesta a PE

AUC Emax (g) pD2
Endotelio Sin Endotelio Sin Endotelio Sin endotelio
intacto endotelio intacto endotelio intacto
Antes
L-NAME
CTL 5.67 £ 0.90 7.76 £ 0.42 243 + 0.13 3.04 £ 0.07 6.78 + 0.32 7.55 £ 042
DM 10.12 + 0.85 11.86 + 1.24 323 £ 022 387 £ 0.57 779 + 0.25 847 + 0.16
RAM 6.49 = 0.85 989 = 1.11 2.54 + 0.13 406 = 0.26 6.98 + 0.28 731 + 0.17
CAP 5.69 £ 0.54 8.83 +0.32 2.57 = 0.08 333 £ 0.26 7.17 + 0.19 777 + 0.15
Después
L-NAME
CTL 7.74 £ 0.88** 528 £ 094 292 = 0.18 1.93 £ 023*** 767 + 0.2 7.30 £ 0.36
(p = 0.004) (p = <0.042) (p = <0.022) (p = <0.001) (p = 0.050) (p =0414)
A% + 35.50 A% - 3193 A% + 20.16 A% - 36.51 A% + 13.12 A% - 3.31
DM 7.96 £ 0.61* 726 £ 1.17* 3.17 £ 0.28 3.10 £ 0.61 7.59 +£0.22 741 £ 0.33
(p = <0.021) (p = 0.015) (p = 0.858) (p = 0.132) (p = 0.547) (p = 0.180)
A% - 21.39 A% - 38.81 A% - 1.85 A% - 23.64 A%-25 A% - 12.51
RAM 6.84 £ 0.51 5.68 £ 0.73* 2.82 = 0.19 246 + 0.34** 753 £ 0.18 733 £ 0.14
(p = 0.732) (p = 0.006) (p = 0.253) (p = 0.002) (p = 0.124) (p = 0.926)
A% + 5.32 A% - 42.61 A% + 11.02 A% - 19.89 A% + 7.08 A% - 0.2
CAP 820 * 0.55** 6.69 + 0.43%** 310 £ 0.11** 234 + 0.18** 759 + 024 8.06 £ 0.20
(p = <0.005) (p = <0.001) p = <0.002) (p = 0.004) (p = 0.185) (p = 0.275)
A% + 44.19 A%24.28 A% + 20.62 A% - 29.72 A% + 5.08 A% - 3.7

#6% p < 0.001, ** p < 0.005, * p < 0.05

Muestra el efecto del 6xido nitrico en anillos con y sin endotelio de animales de todos los grupos (CTL, DM, RAM y CAP) en condiciones
previas y en presencia de L-NAME vy sus parametros de medicién de la reactividad vascular a la estimulacion de los receptores ol adrenér-
gicos con las curvas concentracion-respuesta a PE, en A% después/antes de: AUC, Emax y pD,.

p =0.764). Por lo tanto, no hay diferencias entre ambos trata-
mientos para reducir la reactividad vascular en la hiperglice-
mia.

Al realizar la discusion del efecto del 6xido nitrico en la
concentracion vascular a la estimulacion de los receptores
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o, -adrenérgicos, en los diferentes grupos de ratas de experi-
mentacion con endotelio, observamos lo siguiente: Respec-
to a su A% AUC en las condiciones control y en el grupo de
ratas diabéticas tratadas con CAP con endotelio, existe una
gran biodisponibilidad de NO, ya sea que se incremente su
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Figura 6. Efectos del NO en la reactividad contractil a la estimula-
cion o -adrenérgica en anillos de aorta con endotelio a las cuatro
semanas, de los distintos grupos (CTL, DM, DM+RAM y DM+CAP),
se ilustra el %A (incremento o decremento) de la relacion AUC con
L-NAME/AUC sin inhibidor, las medias = S.E.M. de la contraccion
para las curvas concentracion-respuesta a PE.
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Figura 7. Efectos del NO en la reactividad contractil a la estimula-
cion o -adrenérgica en anillos de aorta sin endotelio a las cuatro
semanas, para los distintos grupos (CTL, DM, DM+RAM y DM+CAP),

se ilustra el %A (incremento o decremento) de la relacion AUC con
L-NAME/AUC sin inhibidor o en condiciones previas a L-NAME.

Las medias = SEM de la contraccion de las curvas concentracion-
respuesta a PE.

sintesis o disminuyan los ROS, éste fendmeno no es tan
evidente en las ratas tratadas con RAM (Cuadro 3).

Por otro lado, en los anillos sin endotelio para el parame-
tro A% AUC no muestra diferencias significativas entre los
diversos grupos y no parece influir en las diferencias de
regulacion/disfuncion en la reactividad vascular observada
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en la diabetes mellitus versus condiciones control (Figuras
6y 7).

Al analizar los prostanoides en la contraccion vascular a
la estimulacion de los receptores a,-adrenérgicos en los dife-
rentes grupos de ratas de experimentacion con endotelio,
observamos lo siguiente: respecto a su A% AUC al compa-
rar los anillos de aorta con endotelio del grupo DM vs. RAM,
se observo una mayor atenuacion de la respuesta contractil,
dicho cambio resulté ser significativo (t pareadap=0.013)y
al comparar el grupo DM vs. CAP no se observaron cambios
estadisticamente significativos (t-pareada, p = 0.226), por lo
que parece ser que el ramipril tiene mayor efecto en inhibir la
respuesta contractil en ratas diabéticas con endotelio, que el
farmaco captopril (Cuadro 4). Aunque esta diferencia no
resulto ser estadisticamente significativa (t-pareada, p =
0.470), respecto al grupo de anillo sin endotelio, observa-
mos que no existe una diferencia significativa entre los
distintos grupos, excepto entre el grupo DM vs. CAP (t
pareada, p = 0.038), lo que indica que en el grupo de ratas
diabéticas sin endotelio el captopril parece tener un efec-
to menor para disminuir la respuesta contractil, al parecer
por existir menor cantidad de agentes contractiles; aun-
que el cambio que se aprecia entre los tratamientos CAP
vs. RAM con un ligero decremento en la contraccidn en el
grupo de CAP sin endotelio, tampoco es estadisticamente
significativo (t Student p = 0.368); esto podria ser por
presentar una menor cantidad de endoperoxidos ciclicos
(PGH, PGG,y TXA)) en el musculo liso, o bien por existir
mayor cantidad de agentes relajantes (prostaciclina o bio-
disponibilidad de NO) (Figuras 8y 9).

Discusion

En nuestro estudio ambos iECAS, normalizaron la reacti-
vidad vascular. El captopril normaliza la reactividad vascular
al parecer gracias a la capacidad antioxidante, incrementan-
do la biodisponibilidad de NO, efecto méas marcado en ani-
llos con endotelio y al parecer debido al grupo funcional
sulfidrilo (SH) dentro de su estructura quimica, que inactiva
a los aniones superoxido (ROS). También se ha observado
una disminucion en la actividad de la superdxido dismutasa,
esta accion captadora del captopril se ha observado al inhi-
bir la peroxidacion lipidica.”"

Por el contrario otros iECAS, entre ellos el ramipril, care-
cen de dicho grupo funcional, sin embargo, su efecto en
reducir los radicales libres parece deberse principalmente a
la estimulacion de la sintesis y/o liberacion de prostacicli-
na,?? este efecto también se ha observado en otros iECAS.

En el caso del grupo de animales diabéticos con vehiculo
en presencia de L-NAME, se observo una respuesta menor a
la contraccion, lo que evidencia una menor produccion o
efecto del NO en donde la funcién endotelial esta dafiada y
el estrés oxidativo presente condiciona incremento de ROS,
que reacciona con el escaso NO generado por las NOS for-
mando los N = O-O (peroxinitritos) que no tienen efecto
vasodilatador, y no tienen la capacidad para inhibir la activi-
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Cuadro 4. Efecto de los prostanoides, en la contraccion y parametros de las curvas concentracion respuesta a PE

AUC Emax (g) pD2
Antes de Endotelio Sin endotelio Endotelio Sin endotelio Endotelio Sin endotelio
Indometacina intacto intacto intacto
CTL 826 £ 0.46 243 £+ 0.17 3.08 = 0.09 720 £ 0.27 7.77 £ 0.18
6.60 £ 0.97
DM 324 £ 0.18 344 = 049 7.58 £ 0.24 8.18 £0.13
871 £ 1.02 1022 £ 1.30
RAM 2.84 = 0.02 3.66 = 0.29 7.75 £ 0.16 7.27 £ 0.10
8.34 £ 0.69 9.28 £ 0.84
CAP 7.15 £ 0.71 8.66 £ 0.36 2.57 £ 0.09 324 £ 0.25 7.15 £ 0.18 7.80 £ 0.13
Después de
Indometacina
CTL 3.94 £ 0.72%* 6.57 £ 0.65* 2.09 + 0.25 2.80 + 0.29* 6.90 £ 0.16 7.12 £ 0.46
(p = 0.043) (p = 0.049) (p = 0.377) (p = 0.006) (p = 0.357) (p = 0.185)
A% -42.33 A% -21.83 A% -13.99 A% -9 A% -4.16 A% -8.36
DM 5.70 £ 0.65* 6.57 £ 0.64 2.62 = 0.18*% 2.78 £ 0.47 721 £ 0.23 7.37 £ 0.16%**
(p = 0.013) (p = 0.077) (p = 0.013) (p = 0.133) (p = 0.216) (p = <0.001)
A% -32.54 A% -32.32 A% -19.13 A% -19.18 A% -4.8 A% -9.90
RAM 429 £ (0.58%** 7.54 £ 0.86 2.10 £ 0.24 3.07 £ 0.34 6.56 = 0.09** 7.11 £ 0.15
(p = <0.001) (p = 0.169) (p = 0.006) (p = 0.216) (p = 0.003) (p = 0.381)
A% -49.14 A% -19.05 A% -26.05 A% -16.12 A% -15.35 A% -2.20
CAP 4.14 £ 0.71** 7.61 £ 0.55 2.36 £ 0.13 3.03 £ 024 6.61 £ 0.20 7.45 £ 0.16
(p = 0.005) (p = 0.052) (p = 0.090) (p = 0.536) (p = 0.064) (p = 0.093)
A% -43.33 A% -12.36 A% -8.17 A% -6.48 A% -7.5 A% -4.48

*¥*% p < 0.001, ** p < 0.05, * p < 0.05. Efecto de los prostanoides en anillos con y sin endotelio de animales de todos los grupos (CTL,
DM, RAM y CAP), en condiciones previas y en presencia de Indometacina y sus parametros de medicion de la reactividad vascular a la es-
timulacion de los receptores ol adrenérgicos, con las dosis concentracion-respuesta a PE en A% después/antes de indometacina en: AUC,

Emax y pD2, utilizando prueba estadistica t de Student.

Efecto de indometacina en anillos sin endotelio
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Figura 8. Efectos de los prostanoides en la reactividad contractil a la
estimulacion o, -adrenérgica en anillos de aorta con endotelio a las
cuatro semanas, para los distintos grupos (CTL, DM, DM+RAM vy
DM+CAP). Se muestra el %A (incremento o decremento) de la rela-
cion AUC con Indometacina/AUC sin inhibidor. Las medias + SEM
de la contraccion de las curvas de respuesta-concentracion a PE.
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Figura 9. Efectos de los prostanoides, en la reactividad contractil a
la estimulacion o -adrenérgica en anillos de aorta sin endotelio a las
cuatro semanas, para los distintos grupos (CTL, DM, DM+RAM vy
DM+CAP), se muestra el %A (incremento o decremento) de la rela-
cion AUC con Indometacina/AUC sin inhibidor. Las medias + SEM
de la contraccion de las curvas respuesta-concentracion a PE.
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dad de la tromboxano sintasa. Este hecho es revertido con
ambos fairmacos aunque se observa mayor efecto con el
captopril.

En el grupo de animales diabéticos tratados con RAM
presentan una mayor inhibicion de los eicosanoides con-
tractiles derivados de AA por via COX a nivel endotelial; al
parecer al inhibir la produccién de angiotensina II, también
se disminuye la expresion de las COX, sobretodo de la COX,,
esto a su vez disminuye la produccion de eicosanoides, que
producen vasoconstriccion entre los que se encuentran los
endoperoxidos ciclicos (PGH,, PGG, y TXA, e incremento de
laPGL,).
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