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2. RESUMEN

Mutaciones en el gen delta sarcoglicano (6-SG) causan distrofia muscular de la
cintura con cardiomiopatia. En el caso del modelo murino deficiente de este gen
se han observado alteraciones en el musculo cardiaco y el musculo liso, y
ademas se ha descrito que presentan multiples vasoconstricciones en las
arterias coronarias. Sin embargo, los cambios fisiopatoldégicos de estas
alteraciones vasculares no han sido precisados, por lo que podrian estar
involucrados varios sistemas; como el sistema renina-angiotensina, aspecto que
consideramos importante. El objetivo de este estudio fue valorar el efecto de la
angiotensina Il en la respuesta vascular de la aorta de un modelo experimental
de raton nulo del gen delta sarcoglicano (8-SG).

Método: Utilizamos ratones hembra knock-out (KO) y ratones silvestres (WT)
de 5 meses de edad, estos fueron anestesiados con pentobarbital (50mg/kg via
intraperitoneal) y heparina (50 Ul), después procedimos a disecar la aorta
toracica. La aorta fue colocada en el sistema de 6rgano aislado, el cual se
mantuvo con solucion de Krebs y burbujeado con carb6geno (O, 95% y 5%
CO,). Finalmente se realizaron curvas de concentracidn respuesta a la
angiotensina Il (10°- 10°©).

Resultados: Encontramos una diferencia significativa en la respuesta vascular
contractil a la angiotensina Il, la cual se encuentra incrementada en el raton

knock-out. Por otra parte, analizamos si los cambios en la respuesta vascular a
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angiotensina Il eran debidos a una disminucion en la repuesta relajante lo cual
pudiera dar como resultado un aumento en la respuesta a la angiotensina Il en
la aorta toracica; sin embargo, los datos sugieren que el ON endotelial no esta
participando de forma importante en la regulacion de la respuesta contractil en
estos ratones. Por ultimo se determind si la participacion de los prostanoides
contractiles se modifica en esta patologia, para lo cual se realizaron curvas de
concentracion respuesta a angiotensina Il en presencia y ausencia de
indometacina, encontramos de forma interesante que en el raton knock-out la
respuesta se inhibia casi por completo a diferencia del raton silvestre, lo que
sugiere una mayor participacion de los prostanoides contractiles en el raton
mutante. De forma complementaria se realizaron cortes histologicos para
analizar si los cambios en la respuesta vascular se relacionaban con los
cambios estructurales, encontramos que existe hipertrofia del musculo liso
vascular y dafio en la capa de células endoteliales tanto en aorta toracica como
en la arteria coronaria del raton mutante.

Conclusion: Existe un incremento en la respuesta vascular contractil a la
angiotensina Il en el ratén knock-out (KO), en estos cambios no parece estar
participando de forma importante el ON en la regulacion de la respuesta
vascular contractil en los ratones KO. En cuanto a la participacién de los
prostanoides contractiles en esta patologia, encontramos una participacion de
prostanoides contractiles en el raton KO. Se observaron cambios estructurales

en musculo liso y en el endotelio del raton KO.
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Palabras clave: Ratdén nulo delta sarcoglicano, angiotensina I, miocardiopatia
dilatada.

3. ABSTRACT

Introduction: Mutations in the delta sarcoglycan gene (6-SG ) cause muscular
waist dystrophy with cardiomyopathy. For the mouse model deficient in this
gene are observed alterations in cardiac muscle and smooth muscle, and also
described featuring multiple coronary artery vasoconstriction. However the
pathophysiological changes of these vascular changes have not been clarified,
so that multiple systems may be involved, such as the renin-angiotensin system,
something we consider important. So the aim of this study was to evaluate the
effect of angiotensin Il in the vascular response of the aorta of a mouse
experimental model delta sarcoglycan gene null (8-SG).

Methods:

In this protocol we use female mice Knock-out (KO) and wild type (WT) from 5
months old, it were anesthetized with pentobarbital (50 mg/kg IP) and heparine
(50 UI), after that we proceeded to dissect the aorta. The aorta was placed in an
isolated organ system, which keeps Krebs solution and bubbled with carbogen
(95% 02 and 5% CO2). Finally we proceeded to make curves concentration
response to angiotensin Il (10°- 10°®).

Results: We found a significant difference in contractile vascular response to

angiotensin I, it was increased in the knockout mouse. Moreover, we analyze
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whether changes in the vascular response to angiotensin Il were due to a
decrease in the relaxant response which could result in an increase in the
response to angiotensin Il in the thoracic aorta, but the data suggests that
endothelial ON is not participating significantly in the regulation of the contractile
response in these mice. Finally, we determined whether the participation of
contractile prostanoids was modified in this disease, for which concentration
response curves were performed to angiotensin Il in the presence and absence
of indomethacin, in an interesting finding that the knockout mice the response
was inhibited almost completely unlike normal mouse, suggesting a greater
participation of contractile prostanoids in mouse mutant. Followed up with a way
to assess whether histological changes in the vascular response is related to
structural changes, finding that there is vascular smooth muscle hypertrophy
and damage to the endothelial cell layer in both thoracic aorta and coronary
artery mutant mouse .

Conclusion: There is an increase in contractile vascular response to
angiotensin Il in KO mouse, these changes do not appear to be significantly
involved in the NO in the regulation of vascular contractile response in KO mice.
Regarding the participation of contractile prostanoids in this disease, we found a
participation of contractile prostanoids in mouse KO. Structural changes were
observed in smooth muscle and endothelial KO mouse.

Key words: Mouse knock-out, delta sarcoglycan, angiotensin I,

cardiomyopathy
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4. INTRODUCCION
El complejo de glicoproteinas asociadas a distrofia o complejo de proteinas
asociadas a distrofia (DGC, DAPC), se encuentra en el sarcolema del musculo
esquelético, musculo liso y masculo cardiaco, al cual se le han propuesto varias
funciones, dentro de ellas servir de unién entre el citoesqueleto intracelular y la
matriz extracelular que conecta la F-actina intracelular, una funcidn mecanica
para fortalecer la membrana plasmatica durante la contraccion muscular; y por
otra parte se ha demostrado que juega un papel en la transduccion de vias de
sefalizacion. La deficiencia en componentes de éste puede conducir a la
presencia de distrofia muscular, asi como mutaciones tanto en a-, B-, y- y 6-
sarcoglicano que pueden conducir a distrofia muscular (LGMD: distrofia
muscular de cintura), y en el caso de los tres ultimos se asocia a
cardiomiopatia. Estudios experimentales en animales han mostrado que los
ratones nulos d-sarcoglicano (Sgcd) desarrollaban cardiomiopatia con areas de
necrosis focal como caracteristica histologica en el musculo cardiaco y el
muasculo esquelético; asi como presencia de numerosas areas de
vasoconstricciones pronunciadas, dilataciones pre y post-estenéticas con
apariencia de microaneurismas.® Hasta ahora se sabe que los ratones nulos
Sgcd tienen alteraciones vasculares; sin embargo, no se ha precisado lo que
induce estas alteraciones y podrian estar implicados en el incremento de la
contractilidad y/o del espasmo de la microvasculatura tanto los niveles elevados

del calcio intracelular, las alteraciones en la sintesis del 6xido nitrico, asi como
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también el aumento de la actividad de la proteina cinasa C, asi como
alteraciones en la regulacion del tono vascular. No existen estudios previos

realizados que aporten informacion sobre la respuesta vascular en estas

mutaciones del gen 0-SG.

15



5. ANTECEDENTES

5.1 Complejo de glicoproteinas-distrofia (DGC) o complejo de proteinas

asociadas a distrofia (DAPC).

El DAPC, se encuentra en el sarcolema del musculo esquelético, el musculo
liso y el musculo cardiaco, éste complejo a su vez se divide en tres diferentes
sub-complejos; el primer sub-complejo estd compuesto por las proteinas
periféricas donde encontramos a la distrofia, las sintrofinas (subunidades a1y
B1), la distrobrevina (subunidad a) y la sintasa dedxido nitrico neuronal (Nitric

Oxide Synthase, nNOS). El segundo sub-complejo es el que esta conformado
por el complejo de distroglicanos (subunidades a y B). El tercer sub-complejo
esta constituido por glicoproteinas transmembranales conocido como complejo
Sarcoglicano-Sarcospan (SG-SSPN) el cual consiste de los sarcoglicanos (SG)
a, B, v, 6, Cy € y una tetraspanina llamada Sarcospan (SSPN). iAsismo e |
DAPC puede interaccionar con otras proteinas como caveolina, disferlina y una

molécula de la matriz extracelular, el proteoglicano conocido como biglicano.?

(Fig. 1)
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Figura. 1. Complejo proteinas asociados a distrofina (DAPC). Esta
compuesto por 3 subcomplejos, el primero conformado por las proteinas
periféricas: distrofina, sintrofinas (subunidadés y (1), distrobrevina

(subunidad a) y la sintasa de 6xido nitrico neuronal (Nitric Oxide Synthase,
NNOS). El segundo sub-complejo conformado: por el complejo de distroglicanos
(subunidades a y B). El tercer sub-complejo esta constituido por glicoproteinas
transmembranales conocido como complejo Sarcoglicano-Sarcospan (SG-
SSPN) el cual consiste de los sarcoglicanos (SG) a, B, v-, 6, Cy € y el

Sarcospan (SSPN).
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Dentro de las funciones de este complejo se han descrito que tiene una funcién
mecanica para fortalecer la membrana plasméatica durante la contraccion
muscular.®>* y por otra parte se ha sugerido que juegan un papel en la
transduccion de vias de sefializacion. Como aspecto importante se ha reportado
la participacion del complejo SG-sarcospan en el proceso contractil; se ha
descrito que participa iniciando la contraccidon mediante la fosforilacion de sus
miembros (a y vy )Yy por otra parte se refiere que los nucleétidos extracelulares
modulan la sefializacion, como es el caso del a-SG en su sitio de union a ATP,
por otro lado la interaccion de a y 8-SG con filamina C, incluso la interaccion de
Grb2 con sintrofinas (a; B 1 B2) los cuales también intervienen con los canales

de voltaje de sodio.”

Dentro del DAPC se encuentra el subcomplejo de sarcoglicanos (SG),
constituido a su vez por 6 sarcoglicanos aq, B, y, 0, € y recientemente se ha
identificado ¢. Todos los SG, son glicoproteinas transmembranales con al
menos un sitio de glucosilacion. Los sarcoglicamog € comparten alta

homologia y ambos son proteinas transmembranales tipo | y los sarcoglicanos
v, ©, { son tambén altamente relacionados, son proteinas transmembrana tipo

18



Los expresion de y

y-sarcoglicanos esta restringida a tejido muscular

cardiaco y esquelético, en contraste, & y € -sarcoglicanos (un a-sarcoglicano

homélogo) y el sarcospan se expresan en células del musculo liso.° (Tabla 1)

Tabla 1. Distribucién de los elementos del complejo de glicoproteinas-

distrofina (DAPC) en los diferentes tipos de musculo

Elemento Musculo Musculo Musculo liso
esquelético cardiaco vascular
Distrofina + + +
a- sarcoglicano + + -
B- sarcoglicano + + +
o- sarcoglicano + + +
y- sarcoglicano + + -
€- sarcoglicano + + +
- sarcoglicano + + +
Distroglicano + + +
Sarcospan + + _
Sintrofinas (a 'y B) + + ?
Distrobevinas (ay ) | + + ?
Caveolina-3 + + -
nNos + + +

Modificada de Lapidos A.Karen. 3
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IMPORTANCIA DEL COMPLEJO

Se asume que la funcion del complejo de sarcoglicanos es servir como
estabilizador molecular del DAPC, cada subunidad del complejo puede tener
funciones diferentes entre si, por lo que si existe alteracion o falta de alguno de
las subunidades de los sarcoglicanos que puede conducir a la pérdida
concomitante o reduccion de los 4 sarcoglicanos y el sarcospan, pudiéndose
presentar diferentes tipos de distrofia muscular o cardiomiopatia.

Por ejemplo deficiencias en y y 0&-sarcoglicano estan asociadas con
cardiomiopatia, mientras la deficiencia dea -sarcoglicano no.”® Se ha descrito
gue mutaciones tanto en el B-sarcoglicano, como en el & y y-sarcoglicano
pueden conducir a distrofia muscular (LGMD: distrofia muscular de cintura,
afectan principalmente los musculos escapulares y pélvicos) asociada a
cardiomiopatia.>®*°* Sin embargo también se ha descrito mutaciones &n -
sarcoglicano en humanos con cardiomiopatia dilatada, sin acompafiarse de la
enfermedad muscular.*? Con el fin de estudiar los mecanismos fisiopatogénicos
de la cardiomiopatia asociada a mutaciones del complejo glucoproteina-
distrofina, se han hecho estudios en modelos experimentales, analizando
ratones (modificados por ingenieria genética), deficientes ya sea para a-
sarcoglicano (Sgca) o d-sarcoglicano (Sgcd), encontrando que solo los ratones
nulos Sgcd desarrollaban miocardiopatia con areas de necrosis focal como

caracteristica histolégica en musculo cardiaco y masculo esquelético. Mediante
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la técnica de transiluminacion de microfil-perfusion de arterias coronarias se
observé que el ratdn Sgcd presentaba numerosas areas de vasoconstricciones
pronunciadas, dilataciones pre y post-estendticas con apariencia de
microaneurismas los cuales fueron asociados con estas constricciones,
concluyendo que la disrupcion del complejo SG-SSP en musculo liso vascular
altera la funcion vascular, lo cual inicia la cardiomiopatia y exacerba la distrofia
1
muscular.

1,13 analizaron en un

Como aspecto importante, en otro estudio Cohn et a
modelo animal con falta de complejo sarcoglicano-sarcospan el efecto de
verapamil oral a largo plazo (un bloqueador de los canales de calcio con
propiedades vasodilatadoras) en musculo liso y demostraron que, el tratamiento
a largo plazo con verapamil, abolia las vasoconstricciones y efectivamente
prevenia el desarrollo de cardiomiopatia severa demostrada por niveles séricos
de Troponina | y demostraron ademas que la interrupcion del tratamiento con

verapamil conducia otra vez a alteraciones en la funcidon vascular y a necrosis

de células miocardicas.

5.2 REGULACION DEL TONO VASCULAR

Se conoce que en la regulacion del tono vascular participan varios sistemas
como el mismo endotelio vascular, el sistema nervioso autbnomo (activacion de
receptores adrenérgicos) y el sistema renina angiotensina y que estos sistemas

controlan el tono vascular tanto en condiciones fisiol6gicas como en situaciones
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de estrés. Dichos sistemas realizan su papel regulatorio a través de la
liberacion de sustancias vasoconstrictoras como la angiotensina, la endotelina,
la noradrenalina y de sustancias vasodilatadoras como el oxido nitrico y la

prostacliclina.

5.2.1 ANGIOTENSINA I

Acciones fisioldgicas de la angiotensina Il en células de musculo liso
vascular

El sistema renina-angiotensina juega un papel importante en la regulacion de la
funcidén cardiovascular, contribuye al mantenimiento de la presion arterial y al
balance hidroelectrolitico. El efector principal de este sistema es la angiotensina
I (Ang 1), la cual causa, vasoconstriccion intensa del muasculo liso de las
arteriolas, libera aldosterona, tiene efecto antinatriurético sobre el rifion al
incrementar la reabsorcion de sodio; ademas, induce un incremento en la
vasoconstriccidon simpdética por facilitar la secrecion y en parte por inhibir la
recaptacion de la noradrenalina.

Este sistema es una cascada proteolitica conectada a una traduccién de
sefales en la que la renina, una enzima proteolitica que se libera en las células
yuxtaglomerulares en respuesta a disminucion de la volemia o de la presién

arterial, detectada por los barorreceptores presentes en estas células que
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rodean la arteriola aferente, también responden a una estimulacion de las
células de la macula densa, que detectan una disminucién en la concentracion
salina del liquido que fluye por el tibulo contorneado distal).

Las células yuxtaglomerulares sintetizan y acumulan en los granulos prorrenina,
forma inactiva de la renina. Cuando ésta se libera, la mayor parte de la renina
llega a la circulacion general, una pequefia parte permanece en los riflones
desencadenando reacciones locales. En la circulacion general, actia sobre el
angiotensinodgeno, glucoproteina sintetizada en el higado, dando lugar a la
angiotensina |, péptido de 10 aminoacidos, vasoconstrictor débil, incapaz de
producir cambios funcionales importantes en la circulacion. La angiotensina I,
mediante la enzima convertidora de angiotensina, sintetizada en las células
endoteliales de los vasos sanguineos pequefios pulmonares, se transforma en
el octapeptido Ang Il. (Fig. 2). Ahora se sabe que en muchos tejidos, incluidos
los vasos sanguineos, el rifién, el corazén y el cerebro son capaces también de
generar en forma local Ang Il a través de vias no dependientes de la ECA /vias
no ECA como la via de la quinasa, carboxipeptidasa, catepsina G, (teniendo
como sustrato la Ang 1), y a través de la via de catepsina, tonina y activador del

plasminégeno (teniendo como sustrato el angiotensinégeno).'*°
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Renina —

[ Angiotensinal ]

Vias no ACE ECA

(quimasa,tonina,catepsina..)

Anglotensma II
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é Vasoconstncmon
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\

Figura 2. Activacion del sistema renina-angiotensina. El Angiotensinégeno
es convertido a angiotensina | por la renina. Angiotensina | puede ser convertida
en angiotensina Il por la enzima convertidora de angiotensina (ECA) y por vias
no dependientes de la ECA. La angiotensina Il ejerce sus efectos biol6gicos por
union al receptor tipo | (AT1) y al receptor tipo Il (AT,). Modificado de

Ramasubbu K, MD (2007)."
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Sefalizacion de la Angiotensina ll en los vasos

La angiotensina Il (Ang Il), media sus efectos a través de al menos, dos tipos de
receptores de angiotensina tipo | (AT1) y tipo 2 (AT,). Aunque existen otros
receptores de angiotensina, llamados también receptores atipicos, los ATj
(identificados en una sola linea de raton) y AT, (reconocidos en el tejido
nervioso y renal), cuya funcién no es completamente clara aun.*® La mayoria
de los efectos fisioldgicos de la ang Il son mediados a través de la union a los
receptores AT;, donde la ang Il induce contraccién celular, proliferacion,
migracion, producciéon de componentes de la matriz extracelular y respuesta
inflamatoria, mientras que la interaccion con el receptor AT, parece actuar como
antagonista de los efectos mediados por AT;, promoviendo la apoptosis e
inhibiendo la proliferacién y la hipertensién.’® Los receptores AT, y AT,
pertenecen a la familia de receptores transmembrana acoplados a las proteinas
G.

La cascada de la via sefializacién de la angiotensina Il por el receptor AT; es
una consecuencia de activacion de una proteina G: Gg/11, Gi, G2 y Gi3. La
sefal del receptor AT es a través de 3 principales vias: sefializacion clasica de
fosfolipasa C (PLC), capaz de hidrolizar el enlace ester- fosfato del
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato(PIP2), conduciendo a produccion de inositol
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), la fosfolipasa D (PLD), que culmina

también en generacion de DAG; y fosfatidilcolina, acido fosfatidico (PA)
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implicado en la sefalizacion celular asociado a mitogénesis y fosfolipasa Az
(PLA>) la cual es responsable de produccion de &cido araquidonico (AA) y
prostaglandinas (PGs).?° (Fig. 3) Cada uno de ellos ejerce una funcién distinta
como segundo mensajero.

Por su fuerte carga eléctrica, el IP3 abandona la membrana celular y emigra al
citoplasma donde activa el receptor a ryanodina (RyR), un receptor especifico
situado centralmente y en la periferia del reticulo sarcoplasmico (SR), la
activacion de los RyR abre los canales de Ca**, causa un incremento réapido de
las concentraciones de Ca?', en el citoplasma. El Ca®" actuara entonces como
mensajero, uniéndose a la calmodulina; y su liberacion intracelular puede
promover la penetracion secundariamente desde el espacio extracelular hasta

el interior de la célula a través de los canales de Ca®".

El complejo Ca** -calmodulina se una a la cinasa de la cadena ligera de la
miosina y la activa por fosforilacion activAndose entonces, la ATPasa de
miosina y esto permite que la actina se deslice sobre la miosina causando la

contraccién muscular.
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Fig. 3. Vias de sefalizaciéon de angiotensina Il. La estimulacion de
receptores AT, por Ang Il, induce como respuesta inmediata la activacién por
fosforilacion de PLC, capaz de hidrolizar PIP2 produciendo DAG e IP3, que
moviliza el calcio intracelular. La union de Ang Il a sus receptores AT, también
activa PLD, capaz de hidrolizar fosfolipidos, como fosfatidilcolina y generar
acido fosfatidico. La unién del ligando a su receptor también activa proteinas
kinasas por fosforilacién en residuos tirosina, activando kinasas de las familias
SRC, Janus y PI3K. Estos efectos pueden ser mediados por transactivacion de
receptores con actividad kinasa como EGF, PDGF e IGF. Los TK activan otras
vias MAPKs a través de la fosforilacion de la proteina adaptadora Src que se
asocia al complejo Shc-Grb2-Sos para inducir el intercambio de nucleétidos

GDP-GTP en la proteina RAS. (Touyz,2000).
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Takahashi et al,*!

demostraron en un estudio de un modelo experimental, en el
que ligar la arteria coronaria en ratas sin deficiencia genética inducian
alteraciones morfoldégicas y degradacion del complejo glucoproteina-distrofina
en la porcion viable de ventriculo izquierdo, sugiriendo que esta degradacion
contribufa a la disfuncién ventricular de la falla cardiaca, Takahashi et al
posteriormente utilizaron inhibidores de enzima convertidora de angiotensina |l
(tandolapril) y un blogueador de los receptores a angiotensina Il AT;
(candesartan), sugiriendo con su uso una atenuacion en la degradacion del
complejo de proteinas sarcoglicanos y distrofina como un posible mecanismo

gue mejoraba la funcién estructural y funcional del ventriculo derecho en estas

ratas con ligadura de arteria coronaria.

5.2.2 PARTICIPACION DE PROSTANOIDES EN EL EFECTO CONTRACTIL

DE LA ANGIOTENSINA I

La Ang Il activa a la fosfolipasa A,, liberando acido araquidénico, sobre el cual
actla la enzima ciclooxigenasa (COX) formando prostanoides.”® Se han
demostrado dos isoformas COX-1 y COX-2?*% |a COX-2 se localiza en la
membrana nuclear y en el reticulo endoplasmico y la COX -1 en la membrana
del reticulo endoplasmico.?®?’ En cuanto a su localizacién, la COX-2 se
expresa en el corazén y el pulmoén, testiculos, epitelio de la traquea, la macula
densa en el rifion en ausencia de inflamacion, células endoteliales y musculo

liso de aorta.?®3®
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Los prostaglandinas son mediadores en la regulacion de las funciones
cardiovasculares y renales, su produccion es regulada por diferentes
compuestos enddgenos dentro de los cuales se encuentra la ang Il, ésta
estimula la liberacion de PGs a través de fosfolipasa A, que libera acido
araquidonico de los fosfolipidos de la membrana celular, el cual es convertido a
prostaglandinas por la COX. Algunos estudios han reportado que en la arteria
mesentérica de la rata, la indometacina inhibe la respuesta a diferentes
vasoconstrictores entre ellos la Ang 11.3* También se ha reportado que la
indometacina inhibe el efecto contractil de la Ang Il en similar magnitud tanto en
aorta toracica como en abdominal indicando que participa un prostanoide en la

respuesta contractil a este autacoide.®

5.2.3 REGULACION DEL EFECTO CONTRACTIL MEDIADO POR EL

ENDOTELIO VASCULAR (OXIDO NIiTRICO, ON)

El endotelio es una capa unicelular de células endoteliales (CEs) que recubre
los vasos sanguineos (arteriales y venosos), los vasos linfaticos, las cavidades
cardiacas, los cuerpos cavernosos y la camara anterior del ojo. Las CEs se
orientan en el sentido del flujo sanguineo. El endotelio tiene varias funciones
esenciales para la salud, que se ejercen en su mayoria a través de mediadores

qguimicos. La funcibn mas conocida es el mantenimiento de un tono vascular
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dilatado en la proporcidn exacta para conservar la presion arterial en valores
normales y permitir la perfusion tisular.

El endotelio participa en la regulacion del tono vascular sintetizando y liberando
sustancias vasodilatadoras como el éxido nitrico y por otra parte se sintetizan
también compuestos vasoconstrictores como la endotelina 1, el tromboxano A,
la prostaglandina F; alfa y el anion superoxido.

El ON es producido cuando la L- arginina es transformada a L-citrulina por
catélisis de sintasa del 6xido nitrico (NOS) en presencia de O, de manera
dependiente de Ca’+-Calmodulina y de cuatro cofactores: flavin
mononucledtido (FMN), flavin adenina dinucledtido (FAD), tetrahidrobiopterina
(TBH) y de nicotinamida adenina dinucleotidofosfato (NADPH). Esta reaccion es
catalizada por la enzima NOS y puede ser inhibida por derivados estructurales
de dicho aminoacido: la N-mono-metil-L-arginina (LNMMA), la N-nitro-L-arginina
metiléster (LNAME) y otros.*® El éxido nitrico, una vez formado, puede difundir
hacia las células subyacentes, donde activa a la enzima guanilil-ciclasa (Gc) y
ésta provoca el aumento intracelular de GMPc, mediador de los efectos
fisiologicos. Se ha identificado mas de una isoforma de NOS, constituidos por
subunidades homodiméricas con pesos moleculares entre 125 y 155 KDa, las
cuales describiremos a continuacion:

1.-Dos isoformas constitutivas calcio-dependientes (cNOS): la endotelial

(eNOS) o tipo lll y la neural (hnNOS) o tipo I, presentes en diferentes tejidos
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(células endoteliales, neuronas, neuroglias y otros) que producen ON y actla
como sefalizador molecular.

2.-Una forma calcio-independiente (iNOS) o tipo IlI, inducible en un namero de
tipos celulares como macrofagos, hepatocitos, neutréfilos, musculo liso,
endotelio en respuesta a diferentes estimulos inmunoldgicos tales como:
interferon gamma, factor de necrosis tumoral alfa y lipopolisacarido bacteriano.
La eNOS, se expresa esencialmente en el endotelio. El 6xido nitrico regula la
presion arterial modulando, con el efecto vasodilatador que tiene, el efecto
contractil de diversas substancias vasoconstrictoras.

Se ha descrito en la literatura que se presenta una disminucién en la liberacion
de 6xido nitrico asociado a la disfuncién endotelial en ciertas patologias, lo cual
favorece que no se presente modulacion inhibitoria de los efectos de las
substancias vasoconstrictoras, permitiendo asi el incremento del tono vascular y
con esto hipertension.®’

También se ha descrito interaccion entre los diferentes sistemas que regulan el
tono vascular, asi, en estudios reportados por Zhao et al. * y Olson et al,*° la
Ang Il estimula el aumento en los niveles de mRNA de la NOS, la expresion de
la proteina eNOS y la produccion de NO via receptor AT,, mientras que la Ang
Il parece regular a la baja la expresion de la proteina eNOS en la via del
receptor AT vinculado a la via que involucra a la proteina dg/fosfolipasa C/

Ca?" fosfatidilinositol en células endoteliales de arteria pulmonar.
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En relacion a la modificacion en la regulacion el tono vascular y las alteraciones
en el complejo de sarcoglicanos, existen varios estudios, dentro de estos, el de
Heydemann A, Mc Nally et al,*’ en el cual se analiz6 el rol de éxido nitrico (NO)
en la cardiomiopatia asociada a mutaciones de sarcoglicanos (modelos
experimentales mutantes de & y y SGs), donde observaron que no hay
diferencia en la expresion de la nNOS en el corazén de ratones mutantes de 24
semanas en concordancia con lo reportado en el musculo esquelético en otros
estudios.** Observaron también que la eNOS fue significativamente mayor en
dafios focales en el miocito, sefialando ademas que el ON se incremento en las

regiones de los dafios y en alteraciones de la permeabilidad de la membrana.

En los estudios previos realizados en modelos experimentales de animales
nulos del gen sarcoglicano sugieren que la cardiomiopatia esta relacionada con
el vasoespasmo coronario y perdida del complejo sarcoglicano en el musculo
liso de arteria coronaria sin embargo no se ha considerado que la mutacién
pudiera estar afectando otros vasos como el de la aorta toracica. Por otro lado
existen pocos estudios en modelos experimentales de ratones nulos del gen 6-
SG donde se reporten los cambios histolégicos encontrados en vasos. Uno de
estos estudios realizado por Lipskaia L. et al. *° en hAmster mutantes, encontré
un espesor homogéneo de la media de la aorta toracica de los WT en tanto que
en los hdmster mutantes se encontraron numerosas zonas de atrofia y marcada
hipertrofia. Mientras que en el estudio realizado por Dye W.W et al, en el que

compararon las arterias carétidas de raton deficiente de distrofina (mdx), raton
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deficiente de &-sarcoglicano (sgcd -/-) y ratén control wild-type, encontraron
que a pesar de la similitud de las caracteristicas morfolégicas y el espesor de la
pared, el porcentaje de la pared ocupado por la media parecia ser menos en
ambos ratones mdx y el sgcd -/- comparado con el control WT sugiriendo mas

adventicia y colageno en los dos modelos de ratones de distrofia muscular.

6. PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA

Una de las principales causas de falla cardiaca, es la miocardiopatia, cuya
etiologia es multifactorial, en donde se incluyen causas adquiridas y
hereditarias.

En la miocardiopatia debida a mutaciones en el gen principal B- o -
sarcoglicano, se presentan espasmos microvasculares por la disfuncion
vascular pudiendo estar involucrados sistemas que regulan el tono vascular
como el endotelio, el sistema nervioso simpatico y el sistema renina-
angiotensina. Por lo que utilizando vasos (aorta) de un modelo de raton con
mutacion del gend -sarcoglicano podemos conocer, si existe diferencia en la
respuesta vascular contractil a angiotensina Il en el vaso del ratén nulo del gen

O-sarcoglicano.
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7. JUSTIFICACION

En la cardiomiopatia que se asocia a distrofia muscular de cintura no se han
precisado sus mecanismos fisiopatolégicos, nuestro modelo es un raton nulo
del gen 06-SG, con cardiomiopatia dilatada, y se conocen por estudios
mencionados previamente las alteraciones que presentan, hasta ahora se sabe
que los ratones nulos del gen ©-SG tienen alteraciones vasculares
(vasoconstricciones, estrechamientos focal- luminal), sin embargo no se conoce
con certeza lo que induce estas alteraciones y podrian estar implicados en el
aumento de la contractilidad y/o del espasmo de la microvasculatura. Por otra
parte la mayoria de los estudios experimentales que se han realizado en
modelos experimentales nulos del gen -SG ha sido en musculo esquelético y
cardiaco y los pocos estudios que existen en musculo liso de vasos sanguineos
se han basado en el estudio del vasoespasmo en arterias coronarias, sin
embargo no existen antecedentes en otros vasos sanguineos. Por otra parte no
existe suficiente informacion en relacion a los cambios que se presentan en la
reactividad vascular en vasos importantes como la aorta, por o que nuestro
estudio esta encaminado en determinar la respuesta vascular contractil a la
angiotensina Il en la aorta toracica en el ratén nulo del gen 6-SG.

La posibilidad de contar con un modelo experimental distrofia muscular de
cintura y miocardiopatia dilatada, nos permite analizar los cambios en la
respuesta vascular de ciertos vasos asi como estudiar los cambios morfolégicos

gue se presentan en los tejidos. El estudio de este modelo permite incrementar
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el conocimiento sobre la fisiopatologia de esta enfermedad, asi como brindar
una mayor informacion que sirva como base a mejorar la terapéutica preventiva

o profilactica.

8. HIPOTESIS
La aorta toracica del ratén nulo de 6-SG tiene incrementada la respuesta

vascular contractil a la angiotensina Il.

9. OBJETIVOS

9.1 OBJETIVO GENERAL
Analizar la respuesta vascular contractil a la angiotensina Il en la aorta toracica

del ratén nulo del gen 6-SG.

9.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Comparar los cambios en la respuesta vascular contractil a la angiotensina
Il entre el ratdn nulo 6-SG y el raton silvestre.

2.-Comparar los cambios en la respuesta vascular relajante dependiente de
endotelio entre el ratén nulo 6-SG y el raton silvestre.

3.-Determinar si la respuesta contractil a angiotensina se encuentra modulada

por el ON derivado de endotelio.
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4.-Analizar la participacion de prostanoides en el efecto contractil de
angiotensina Il en el ratén nulo 6-SG y en el ratdn silvestre.
5.-Observar si existen cambios histolégicos entre la aorta toracica del ratdon

nulo 6-SG vy el raton silvestre.

10. METODOLOGIA
10.1 Animales
Se utilizaron ratones hembras de 5 meses de edad, nulos del gen 6-SG
(B6.129 Sgcdtm 1Mcn). Se utilizaron hembras ya que se tienen antecedentes
de experimentos en el laboratorio de farmacologia cardiovascular de la Escuela
Superior de Medicina (ESM), en hembras y machos, no encontrando diferencias

significativas entre la respuesta de estos a la angiotensina Il.

Los ratones se mantuvieron en el bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM a una temperatura ambiente de 18-25°C promedio, a
un ciclo de luz-oscuridad de 12x12 y con alimento y agua ad libitum hasta su
uso en el laboratorio de Farmacologia Cardiovascular de la Escuela Superior

de Medicina (ESM).

Mantenidos bajo la normativa NOM-062-ZO0-1999 y las buenas practicas del

CICUAL.

Se formaron dos grupos de 6 animales:
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Grupo raton silvestre 6 Wild type (WT) y grupo de raton nulo del gen 6-SG 6

knock-out (KO) 6 mutante.

10.1.2 Obtencion de aorta toracica y preparacion para realizar las
pruebas de reactividad vascular con la técnica de Organo aislado
(Sistema BYOPAC).

Previa anestesia con pentobarbital sédico (50mg/kg de peso), Anestesal® se
procedié a extraer la aorta toracica de ambos grupos, se tomo la aorta toracica
desde el diafragma hasta el cayado adrtico, la colocamos en solucién de Krebs
fria, para posteriormente retirar todo el tejido conectivo adyacente, cortamos la
aorta toracica en anillos de 4-5mm de longitud y posteriormente colocamos en
las camaras para 6rgano aislado en 10ml de solucion de Krebs-bicarbonato con
la siguiente composicion (mM): NaCl 11; KCl 4.7; KH2PO2 1.2; MgS0O4 7; H,0
1.2; CaCl,, 2H,0 2.5; NaHCO3 25; dextrosa 11.7 y calcio disodico EDTA
0.026. Después se montaron en camaras para o6rgano aislado a una
temperatura de 37°C, pH 7.4 y burbujeadas con una mezcla de 95% O, y 5%
CO,. Los anillos se montaron en 2 ganchos de acero inoxidable, uno de los
ganchos se fijo en el fondo de la camara y el otro a un transductor de tension
Grass FTO3 que se conecta a un 7D Grass Polygraph (Grass Instrument Co.,
Quincy MA, USA), el cual mide la tension isométrica desarrollada por los anillos

aorticos.
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A los anillos se les dio una tension inicial de 1.5 gramos y se les dejo estabilizar
por un periodo de 2 horas, durante el cual se realizaron pruebas de viabilidad
de los anillos (cada 15 minutos se administro fenilefrina (10-6M) para probar la
viabilidad del tejido mediante la respuesta contractil del tejido y se administro

acetilcolina (10°M) para analizar si los anillos tenian integro el endotelio).

1.-Para la valoracion de la modificacion en respuesta contractil a angiotensina |l
en el ratdn mutante, se realizd curva concentracion respuesta a angiotensina |II.
Se administré6 angiotensina Il a cada anillo, a concentraciones crecientes

desde 1x10° molar a 1x10 ® molar.

2.-Para determinar si existen cambios en la relajacion dependiente de endotelio
se realizé una curva a acetilcolina a concentraciones de 1x10°molar a 1x10

molar.

3.-Para determinar la participacion del éxido nitrico en la respuesta contractil a
angiotensina, se realizaron curvas concentracion respuesta a angiotensina Il

(10 a 10® M) en presencia y ausencia de L-NAME (1x10™*M).

4.-Para determinar la participacion de prostanoides en la respuesta contractil a
angiotensina se realizaron curvas concentracion respuesta a angiotensina Il (10°

®a 10° M) en presencia y ausencia de indometacina (1x10°M).
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5.- Finalmente para observar si los cambios encontrados en la respuesta
contractii a angiotensina Il son de tipo estructural se realizaron cortes
histolégicos de la aorta toracica de los ratones de ambos grupos. La aorta se
mont6 de forma perpendicular sobre un trozo de corcho y se fij6 con
isopentano (2-Metilbutano, SIGMA) enseguida se congelé la muestra en
nitrogeno liquido y se guardaron a -85°C realizando posteriormente cortes
transversales de 7 um de grosor con un criostato MICROM HM550. Estos
cortes se colocaron en portaobjetos previamente tratados con Poli-L-lisina

(SIGMA-ALDRICH) y se les realizo la tincion de Hematoxilina-Eosina (HE).

11. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los valores obtenidos representan el promedio + EEM en todo el trabajo. En
todos los experimentos se utilizé una n = 6 animales. Se calcularon los ajustes
de curva de regresion no lineales para las curvas de concentracion - respuesta
y se obtuvo el efecto maximo (Emax). Se utilizé el paquete estadistico
GraphPad Prism, y las comparaciones estadisticas fueron realizadas por
ANOVA de dos vias y prueba post hoc Bonferroni a fin de determinar las
diferencias en los datos. En todos los casos, se considerd estadisticamente

significativo un valor de p inferior a 0,05.
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12. RESULTADOS.

12.1.-Curvas concentracion respuesta a angiotensina Il en anillos de aorta
toracica de ratones nulos 8-SG (KO, mutante) comparado con el raton

silvestre (WT).

En la figura 4 se muestran los resultados obtenidos al administrar angiotensina
Il (10° a 10° M) en anillos de aorta toracica. Se observa en la gréfica que la
angiotensina Il indujo contraccion mayor en el raton KO comparado con el ratén

silvestre (WT).

Este aumento en la respuesta contractil observada el raton KO podria deberse
a una alteracion en la regulacion en la respuesta relajante dependiente de

endotelio.
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Figura 4. Curva concentracion respuesta a angiotensina Il (1x10° a 1x10°
®M) en anillos de aorta torécica en ratones WT y KO. Cada barra representa
la media + EEM. n=6 (nimero de animales). La contraccién desarrollada se
expresa en porcentajes tomando como 100% el efecto maximo obtenido en los

anillos provenientes del ratbn WT.

12.2.-Curva concentracion respuesta a acetilcolina en anillos de aorta
toracica de ratones nulos 8-SG (KO, mutante) comparado con el raton

silvestre (WT).

En la figura 5 se muestran los resultados obtenidos al administrar acetilcolina
(10° a 10° M) en anillos de aorta toracica de ratones rilos -SG (KO,
mutante) y de ratones silvestres (WT). Observamos que a la administracion de
acetilcolina a los anillos provenientes de la aorta toracica del raton nulo d -SG
(KO) tuvo una menor relajacion comparado con la respuesta obtenida de los
anillos provenientes del grupo control (WT). Estos datos sugieren que en el

ratobn KO esta alterada la respuesta relajante dependiente de endotelio.
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Figura 5 .Grafica de curva de concentracion respuesta para acetilcolina
(10° a 10° M) en anillos de aorta toracica de ratones KO y ratones WT.
Cada barra representa la media + EEM. n=6 (nimero de animales). La
relajacion desarrollada se expresa en porcentajes tomando como 100% el
efecto méximo obtenido en los anillos de aorta toracica provenientes de raton

WT.

12.3 Curva concentracion respuesta a angiotensina Il en anillos de aorta

toracica de ratbn WT en presencia de L-NAME.

En la figura 6, se muestran los resultados obtenidos al administrar angiotensina

Il (10° a 10° M) en anillos de aorta toracica del ratén silvestre WT en
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presencia y ausencia del inhibidor de oxido nitrico: L-NAME (1x10*M). En la
grafica observamos una tendencia a inhibicion de la curva de los anillos
tratados con el L-NAME; sin embargo, no es significativa estadisticamente
(p>0.05), lo que nos sugiere que el 6xido nitrico no parece participar en la
alteracion de la respuesta relajante dependiente de endotelio en los anillos

provenientes de raton WT.
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Figura 6. Curva de concentraciéon- respuesta a angiotensina Il (1x10° a
1x10°M) en anillos de aorta toracica de ratones WT en ausencia y
presencia del inhibidor de oxido nitrico: L-NAME (1x10“M). n=6 (nimero
de animales). Los resultados se expresan en porcentajes tomando como 100%

el efecto maximo obtenido en los anillos provenientes de raton WT.
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12.4 Curvas concentracion respuesta a angiotensina Il en anillos de aorta

toracica de raton KOy WT en presenciay ausencia de indometacina

En la figura 7, se muestran los resultados obtenidos al administrar angiotensina
Il (10 a10® M) en anillos de aorta toracica de ratén KO y de ratén WT en
presencia de indometacina (10°M). Se observa que existen diferencias
estadisticamente significativas en la respuesta contractil entre el raton KO sin
indometacina y el ratbn KO con pre- tratamiento con indometacina con una
(p<0.0001), mientras que entre el ratbn WT sin indometacina y el raton WT con
pre-tratamiento no hay diferencia estadisticamente significativa ( p>0.05); lo
anterior nos sugiere que en el raton KO existe la participacion de un prostanoide
contractil el cual se inhibe por completo en presencia de indometacina; en tanto
que en el ratbn WT la inhibicion en los anillos adrticos no es significativa
estadisticamente, lo que sugiere un mecanismo contractil- alterado en el ratén

knock-out.
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Figura 7. Gréafica de la curva concentracion respuesta a angiotensina ll en
anillos de aorta toracica de ratones WT y KO en presencia y ausencia de
indometacina. Se muestran los resultados obtenidos al administrar
angiotensina Il (10° a10® M) en anillos de aorta torécica provenientes de raton

KOy de ratén WT en presencia de indometacina (10°M). n=6 animales.

12.5 Histologia de la aorta toracica del raton KO y el raton WT.

En los cortes histolégicos de la aorta toracica del raton WT y KO, podemos
apreciar cambios morfolégicos. Especificamente se observa aplanamiento de
las células endoteliales, aumento en el espesor de la capa media por hipertrofia

de células musculares lisas en el raton KO. Mientras que en el corte
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transversal de aorta toracica de raton wild type (WT) con tinciébn de
hematoxilina-eosina a un aumento de 40x, donde se observan células
endoteliales, espesor de capa media y adventicia de caracteristicas normales.

(Fig. 8)

Knock out Silvestre (WT)

Endotelio

| Muisculo liso I

40x

Figura 8. Cortes histolégicos de aorta toracica de raton KO y raton WT.
Corte transversal de anillos provenientes de aorta toracica de raton nulo & -SG

(KO) y de ratén wild type con tincion de hematoxilina-eosina a un aumento 40x.
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13. DISCUSION

Las distrofias musculares son un grupo heterogéneo de alteraciones
caracterizadas patologicamente por degeneracion y necrosis del musculo.
Clinicamente el fenotipo patoldgico esta representado por debilidad muscular a
nivel de la cintura pélvica y escapular, lo cual es progresivo. Diferentes tipos de
distrofia muscular tienden afectar a los grupos musculares y pueden involucrar
tanto musculo esquelético asi como musculo liso. Las distrofias musculares se
pueden asociar a cardiomiopatia cuando se presentan defectos genéticos en

los componentes del complejo de proteinas asociados a distrofina (DAPC).

Mutaciones en el gen de distrofia conduce a una alta incidencia de
cardiomiopatia en pacientes con distrofia muscular de Duchenne /Becker y
pueden causar cardiomiopatia ligada al cromosoma X. **** Mutaciones en los
genes B- 6— y y-Sarcoglicano, son responsables de distrofia muscular de cintura

que frecuentemente se asocian a cardiomiopatia.

Los sarcoglicanos a,y y se expresan en musculo esquelético, en contrastep,
d® y & se expresan adicionalmente en el musculo liso vascular (por ejemplo en
arterias coronarias). Se han realizado estudios en modelos nulos del gen &-
sarcoglicano para el estudio de la fisiopatologia de la cardiomiopatia; Durbegj
et al, realizaron un estudio in vivo perfusion de arterias coronarias revelaron
constricciones vasculares a menudo asociadas con dilataciones pre y post-

estendticas y en general disminucién del tamafio del lumen de los vasos.** En
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el grupo de trabajo de Straub V, Campbell K,** describen que tanto la alteracién
en la funcion vascular como los eventos de isquemia persistentes tienen un
papel significativo en la patogénesis de la cardiomiopatia en el raton nulod -SG.
Existen pocos trabajos para el estudio de la respuesta vascular funcional de
musculo liso vascular realizados en modelos animales deficientes de genes

que codifica para distrofina y para &-sarcoglicano.

Nuestro estudio evalud la reactividad vascular en aorta toracica en un modelo
experimental de raton nulod-SG, se realizaron curvas concentracion-respuesta
a angiotensina Il, un vasoconstrictor dependiente de receptores AT; en
musculo liso vascular, en donde se encontr6 que la respuesta contractil a la
administracion de angiotensina Il es mayor en el raton nul@® -SG (knock-out
KO) comparada con el raton silvestre (WT), datos similares a lo reportado por
Dye W.W et al, 2007,% en el que estudiaron las posibles alteraciones
mecanicas de la pared vascular, en tres grupos de ratones faltantes de genes
que codifican distrofina (mdx), &-sarcoglicano (sgcd-/-) y ratones wild type (WT),
realizaron pruebas de presién-didmetro y de longitud axial de arterias carotidas
comunes de los ratones, en estado basal y activo, realizaron también
respuestas funcionales a tres compuestos vasoactivos (fenilefrina PE, para
probar la contractilidad de musculo liso, cloruro de carbamicolina Cch, para
probar la relajacion de musculo liso dependiente de endotelio, y nitroprusiato de
sodio SNP para probar la relajacion de mdusculo liso independiente de

endotelio) a una presidon y longitud constante. Reportando en cuanto a la
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respuesta funcional, después de la dosis de PE, que las arterias de ratones
sgcd -/- tuvieron una vasoconstriccion significativamente mayor que las arterias
del raton mdx y del ratbn WT. Todos los grupos tuvieron una respuesta
vasodilatadora similar a CCh con una relajacion del WT hasta 84% y mdx y
sgcd-/- relajacion hasta 82% de su diametro pasivo. En la respuesta a SNP, la
arteria  proveniente de el raton WT relajo hasta 97% de su diametro final
mientras que mdx y sgcd -/- relajo 95%, es decir, las arterias de mdx y sgcd
relajan menos los que las del WT, esto fue similar al reporte de grupo de
Laurent et al 2001,*" en un modelo animal deficiente de distrofina (mdx), en el
cual estudiaron la respuesta muscular y endotelial en arterias carotidas y
mesentéricas con un arteriografo para controlar la presion vy el flujo intraluminal,
reportado una reactividad vascular normal con excepcion de la dilatacion
inducida por flujo, que se encontré disminuida, posteriormente Laurent et al,*®
realizan un siguiente estudio en animales mdx pero tratados con gentamicina,
reportando que la contraccion de musculo liso dependiente asi como la
dilatacion a acetilcolina (endotelio dependiente) y nitroprusiato de sodio

(independiente de endotelio), no se afecto por la ausencia de distrofina y/ o por

gentamicina.

El incremento en la respuesta contractil en el raton KO que se encontré en
nuestro estudio podria deberse a una falta de regulacion del tono vascular
relajante dependiente del endotelio por lo que se analiz6 la respuesta a

acetilcolina observandose que la respuesta relajante dependiente del
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endotelio fue menor en el ratbn KO comparada con el ratbn WT, estos

resultados coinciden con lo descrito por Dye W.W.*® Gréfica (5).

Esta alteracion en la respuesta contractil sugiere modificaciones en el efecto de
algun factor relajante derivado del endotelio, para evaluar la participacion del
ON y/o prostaciclinas en el incremento en la respuesta vascular contractil de
ratones KO observada en nuestros resultados, se realizO una curva de
concentracion respuesta a la angiotensina Il en los anillos adrticos provenientes
de los ratones WT con pre-tratamiento de L-NAME, un inhibidor de la sintasa
de Oxido nitrico, sin embargo los resultados obtenidos no presentaron
diferencias significativas en la respuesta vascular contractil entre el raton WT
tratado y el no tratado, sugiriéndonos con esto que en los ratones WT la
respuesta contractil incrementada a la angiotensina Il en la aorta toracica no es

regulada por el 6xido nitrico endotelial.

En los resultados obtenidos en este estudio se observa una alteracion en la
respuesta contractil a la angiotensina Il asi como en la relajacién a acetilcolina
en el ratbn KO comparada con el raton WT, lo que nos sugiere una modificacion
en la respuesta tanto contractil como relajante en los vasos del ratén con la
distrofia muscular de cintura con cardiomiopatia, lo cual no se presenta el en

ratén sano.
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Por otro lado parece que en la contraccion a la angiotensina Il en la aorta del
ratbn WT el ON no participa en la regulacion de la respuesta contractil a

angiotensina.

Para analizar si la respuesta contractil a angiotensina Il en el raton KO se
encuentra modificada la participacion de prostanoides contractiles o relajantes;
se realizaron curvas de concentracion respuesta a angiotensina Il en presencia
y ausencia de indometacina que es un inhibidor COX-1 y COX-2. Los resultados
obtenidos mostraron una inhibicién de la respuesta contractil a la angiotensina
Il en el ratbn KO casi del 100%, pero no del ratbn WT en donde solamente se
observo una minima inhibicion sin diferencia estadisticamente significativa. Esto
parece indicar la participacién de un prostanoide contractil incrementada en el
ratbn KO, la cual no se encuentra incrementada en condiciones normales ya
que su accion es modulada en forma inhibitorio por el endotelio mediante la
produccion de 6xido nitrico de acuerdo a lo reportado en el estudio realizado

por Castillo M. C et al,*®

en aortas toracicas de ratas reportaron que en la
respuesta contractil a Ang |l participan prostanoides contractiles producidos en

las células de musculo liso vascular.

Con la finalidad de integrar el estudio se analizo si los cambios en la respuesta
vascular observados son solo cambios en la respuesta fisiolégica o bien si
existe en cambio estructural entre el vaso del raton WT y el KO.
Histologicamente observamos que en los cortes transversal de aorta toracica

de ratén nulo de gerd -SG (KO) con tincion de hematoxilina-eosina, con un
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aumento 40x y 10x, se existe un aplanamiento de las células endoteliales asi
como un aumento en el espesor de la capa media por hipertrofia de células
musculares lisas, mientras que en la aorta toracica de raton wild type (WT) se
observan células endoteliales normales, espesor de capa media y adventicia
de caracteristicas normales, lo cual es similar a lo reportado en los estudios ya
existentes tal es el caso de lo reportado por Lipskaia L. et al *® en el que
realizaron un estudio en aortas toracicas de hamster con mutacion del gen -
sarcoglicano que presentan cardiomiopatia dilatada (CHF 147) para examinar
si estaba alterada la célula de musculo liso vascular y realizaron una medicion
morfométrica los cortes de las aortas toracicas tefiidos con hematoxilina-
eosina, reportando que el espesor de la media de la aorta toracica de los
hamster WT fue homogénea mientras que en los hamster mutantes hubo
numerosas zonas de atrofia y marcada hipertrofia. El valor de la media de CHF
147 fue més bajo que el valor de WT (15.8 £ 6.9 vs 19.4 + 2.8 um; p<0.001),
esto fue similar a lo encontrado en nuestro estudio. Sin embargo en el estudio
realizado por Dye W.W et al,*® donde comparan las propiedades funcionales y
biomecanicas de arterias carétidas entre raton deficiente de distrofina (mdx),
ratbn deficiente dé -sarcoglicano (sgcd -/-) y ratén control wild-type,
observaron con tinciébn de Hematoxilina-eosina, que a pesar de la similitud de
las caracteristicas morfoldgicas y el espesor de la pared, el porcentaje de la
pared ocupado por la media parecia ser menos en ambos ratones mdx (0.32 +

0.09) y el sgcd -/- (0.34+£0.07) comparado con el control WT (0.39+ 0.08),
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sugiriendo asi mas adventicia y colageno adventicial en los dos modelos de

ratones de distrofia muscular .

14. CONCLUSIONES

1. Existe un incremento en la respuesta vascular contractil a angiotensina Il en
el raton knock-out (KO).

2. No parece estar participando de forma importante el ON en la regulacion de
la respuesta vascular contractil en los ratones KO.

3. En cuanto a la participacién de prostanoides contractiles en esta patologia,
nuestros resultados sugieren una participacion de prostanoides contractiles en
el raton KO.

4. Se observaron cambios estructurales en musculo liso y endotelio del raton

KO.
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