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RESUMEN

EFECTO DE LA OBESIDAD EN LA SINTESIS DE TROMBOXANO A2 EN LA
CIRCULACION CORONARIA

Se ha observado que la obesidad desencadena estrés oxidativo crénico dando
como resultado la alteracion de la homeostasis vascular lo cual promueve el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares. En particular, el metabolismo de las células endote-
liales vasculares se ve directamente afectado por el estrés oxidativo provocado por es-
pecies reactivas de oxigeno y/o nitrégeno (ROS/RNS). El objetivo de este estudio fue
investigar el papel del estrés oxidativo en la respuesta vascular de las arterias coronarias
mediado por el vasoconstrictor tromboxano Az (TXA2) durante la obesidad. Se emplearon
ratones (C57BL/6) los cuales fueron alimentados durante 8 semanas con una dieta alta
en grasas (grupo obeso) o con una dieta estandar (grupo control). Con el fin de evaluar
el efecto de la RNS peroxinitrito (ONOO") durante la obesidad, los animales fueron trata-
dos con FeTMPyYP (25 mg/kg/dia; via intraperitoneal) durante 20 dias para catalizar la
degradacion de ONOO:. Se utilizé el sistema Langendorff de corazon aislado para evaluar
la respuesta vascular a acetilcolina (ACh) y para obtener perfusados de las arterias coro-
narias. Se cuantifico el metabolito tromboxano B2 (TXB:) a partir de perfusados mediante
la técnica ELISA. Se midi6 la expresion de la enzima tromboxano sintasa (TXS) por medio
de Western blot. Se observé un aumento de la respuesta contractil a ACh en el grupo
obeso comparado con el grupo control, esto se asocié con una expresion elevada de TXS
y un aumento en la sintesis de TXAz. El tratamiento con FeTMPyP previno el aumento en
la respuesta contractil a ACh, en la expresion de TXS y en la sintesis de TXB:2 que fueron
observados en los ratones obesos. Por tanto, sugerimos que ONOO-™ promueve la vaso-
constriccién coronaria mediante la via de las ciclooxigenasas a través de metabolitos va-

soconstrictores en ratones obesos.



ABSTRACT

EFFECT OF OBESITY IN THROMBOXANE A2 SYNTHESIS IN CORONARY
CIRCULATION

Obesity leads to chronic oxidative stress altering vascular homeostasis and pro-
moting development of cardiovascular diseases. Endothelium metabolism is directly af-
fected by oxidative stress caused by reactive oxygen species and reactive nitrogen spe-
cies (ROS/RNS). We investigated the role of oxidative stress on coronary vascular re-
sponse mediated by thromboxane Az (TXAz2) during obesity. Mice (C57BL/6) were fed with
standard chow or a high fat diet for 8 weeks. To evaluate the role of the RNS peroxynitrite
(ONOO") during obesity, mice were treated with a ONOO" decomposition catalyst
FETMPyP (25 mg/kg/day) for 20 days. Langendorff isolated perfused heart system was
used to evaluate vascular response to acetylcholine (ACh) in coronary arteries and to
obtain perfusates. thromboxane B2 (TXB2) was quantified in perfusates by ELISA. Throm-
boxane synthase (TXS) expression was measured by western blot. An enhanced contrac-
tile response to ACh was observed in obese group compared with control group; this was
associated with an elevated expression of TXS and increased TXA:z synthesis. FETMPyP
treatment prevented the enhanced contractile response to ACh, and the altered expres-
sion of TXS and synthesis of TXB2 observed in obese mice. We suggest that peroxynitrite
promotes coronary vasoconstriction through cyclooxygenase pathway vasoconstrictor

metabolites in obese mice.
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INTRODUCCION

La creciente epidemia de obesidad es uno de los principales problemas de
salud publica en el siglo XXI. La obesidad se considera una enfermedad de curso
cronico y de etiologia multifactorial, puesto que para su desarrollo es necesaria la
interaccién de multiples factores como predisposicion genética, sedentarismo y die-
tas altas en grasas y azUcares. La obesidad es uno de los principales factores de
riesgo para el desarrollo de enfermedades crénicas no transmisibles altamente in-
capacitantes y de gran prevalencia. Por ejemplo, diabetes mellitus tipo 2, insuficien-
cia renal, algunos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares. Estas enfer-
medades tienen como factor comun la disfuncion endotelial; una de las primeras
manifestaciones de enfermedad vascular. La disfuncion endotelial es una alteracion
compleja propiciada por la obesidad que esta presente en numerosas enfermeda-
des y es particularmente determinante en la progresion de enfermedades cardio-

vasculares como son ateroesclerosis?, hipertension? , isquemia e infarto3.
Obesidad
Definicion

La obesidad es considerada como la enfermedad nutricional mas comun del
mundo y dada su magnitud ha sido reconocida desde 1997 como un problema de
salud publica a nivel mundial®. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define
a la obesidad como una acumulacién excesiva o anormal de grasa corporal, hasta
tal punto que represente un riesgo para la salud del individuo®. La hipertrofia en los
adipocitos es la anatomia patoldgica de la obesidad y se ve acomparfiada de alte-
raciones en el metabolismo que predisponen en gran medida al desarrollo de diver-
sas patologias®. Se ha designado al indice de masa corporal (IMC) como un indi-
cador para el diagnostico de la obesidad, dado que un aumento de grasa corporal
se correlaciona con un aumento en la masa corporal. Este se calcula dividiendo la
masa corporal entre el cuadrado de la estatura de un individuo (IMC = kg/m?), un

indice en un rango entre 25 a 30 kg/m? indica sobrepeso, mientras si es igual o



mayor a 30 kg/m? se considera obesidad. El IMC es el indicador de estado nutricio-
nal de mayor uso debido a que resulta conveniente para propdsitos clinicos y estu-
dios epidemiolégicos’. Sin embargo, numerosos estudios han demostrado que los
riesgos de salud atribuibles a la obesidad se asocian principalmente a los depdsitos
de grasa visceral. Esta se localiza en la parte interna de las cavidades corporales,
principalmente cubriendo 6rganos localizados en el area abdominal y se caracteriza
por ser metabdlicamente activa 8°. Se ha observado que este tipo de distribucion
del tejido adiposo esta mayormente relacionada con disfuncion metabdlica y repre-
senta un factor de riesgo importante para el desarrollo de enfermedades cardiovas-
culares?. Por ello, se ha propuesto el uso de indicadores que permitan distinguir la
distribucion del tejido adiposo en el cuerpo y determinar obesidad abdominal, tales
como la circunferencia de la cintura, proporcion cintura-cadera (circunferencia de la
cintura/circunferencia de la cadera) o técnicas de diagndstico por imagen como to-

mografia computarizada o resonancia magnétical®1213,
Etiologia

La obesidad es consecuencia directa de un desequilibrio entre el consumo y
aporte de energia: un consumo energético excesivo (dieta) y un gasto energético
bajo (actividad fisica y metabolismo basal)'*. El aumento dramatico de la obesidad
en las ultimas décadas sugiere que existen mas determinantes que contribuyen al
desequilibrio energético que da lugar a la obesidad; por ejemplo, factores genéticos,
fisiol6gicos y ambientales'®. La dieta juega un papel muy importante en el desarrollo
de la obesidad, en particular aquellas dietas con altos contenido de azucares refi-
nados y/o grasas saturadas, debido a que propician el aumento de grasa corporal?®.
La grasa es el macronutriente con mayor contenido energético (38 kJ/g), por lo que
un aumento en el consumo de éste en la dieta diaria podria facilmente promover el
aumento de grasa corporal y la obesidad’. Estudios epidemiolégicos han demos-
trado una relacién significativa entre el consumo de grasas e indicadores de obesi-
dad®®1°, Otros factores de riesgo importantes que han sido documentados son la

inactividad fisica y el sedentarismo?°.

Por otro lado, los factores genéticos involucrados en la obesidad regulan la

distribucion del tejido graso, la tasa metabdlica, la respuesta al ejercicio y dieta, asi
2



como el control de la alimentacién?. La evidencia de la influencia de la herencia
genética se ha observado en mutaciones puntuales de un solo gen, por ejemplo en
los genes que codifican para leptina, receptor de leptina, pro-opiomelanocortina,
PPAR-y (receptor de peroxisoma-proliferador-activado gamma) y protein conver-
tasa 1, en sindromes mendelianos con obesidad como caracteristica clinica (Pra-
der-Willi, Wilson-Turner, Bodet-Bield), y en modelos animales de obesidad (anima-
les transgénicos, genéticamente obesos)??. A la fecha se han identificado mas de
300 genes y/o marcadores genéticos en 24 cromosomas relacionados con fenoti-
pos de obesidad?3. Por lo anterior se sugiere que la contribucién genética sobre la

obesidad es el resultado de una herencia poligénica®*.
Epidemiologia

En las ultimas tres décadas el nimero de personas con sobrepeso y obesi-
dad (SPyO) tuvo un incremento alarmante a nivel mundial. Actualmente, mas de
1,900 millones de adultos presentan sobrepeso, de los cuales 600 millones son
obesos. Este problema no excluye a la poblacién infantil puesto que 41 millones de
nifios menores de 5 afios tienen SPyO?°. En cuanto a prevalencia a nivel mundial,
México ocupa el 2° lugar en obesidad adulta y el 4° lugar en obesidad infantil?®. La
Encuesta Nacional de Salud y Nutricibn mostr6 cifras alarmantes: siete de cada
diez adultos mexicanos sufre SPyO, presentando un aumento de un 15.2% de 2000
a 2012 en la poblacién y una prevalencia mayor al 30% a partir de los 5 afios de
edad?’. La alta prevalencia de esta enfermedad ha llevado a una crisis de salud
publica en México, con un costo entre los 82 y 98 mil millones de pesos que equi-
valen a 73% y 87% del gasto programable en salud de 2012, considerando sola-
mente los costos atribuibles por diabetes, una de las multiples enfermedades aso-
ciadas a la obesidad?®. En un estudio realizado en 2013 se estimaron los costos
atribuibles a enfermedades asociadas a la obesidad, tales como diabetes tipo 2,
infarto al miocardio, embolia, osteoartritis de rodilla, asi como canceres de mama,
rinon, colon, esofago, endometrio y vejiga. Se calculo un gasto de 806 millones de
dolares para 2010. Asimismo, se proyectd un aumento a 12 mil millones y 17 mil

millones de délares para 2030 y 2050, respectivamente?®,



Enfermedades asociadas ala obesidad

Una gran cantidad de evidencia clinica y experimental demuestra que la obe-
sidad induce una serie de alteraciones metabdlicas que median el desarrollo de una
gran variedad de enfermedades. Algunos de los primeros trastornos metabdlicos
detectables son hiperglicemia, resistencia a la insulina, dislipidemia y altos niveles
de colesterol; los cuales forman parte de lo que se ha denominado como sindrome
metabdlico®C. También se ha observado que prevalece un estado pro-trombético y
pro-inflamatorio®!. Las enfermedades que se han visto mayormente ligadas a la
obesidad son croénicas, no transmisibles, de gran prevalencia, y algunas de ellas
llegan a ser altamente incapacitantes. Por ejemplo: diabetes tipo 2, enfermedades
osteoarticulares, cancer de colon, mama y prostata, insuficiencia renal y enferme-
dades cardiovasculares como ateroesclerosis, hipertension, cardiopatia isquémica

e infartos32,
Enfermedades cardiovasculares

En 1983, el estudio de Framingham mostré a la obesidad como un factor de
riesgo significativo e independiente de desarrollo de enfermedad cardiovascular;
mostrandose como un factor de prediccion de riesgo a largo plazo®3. El aumento de
riesgo cardiovascular en obesos se debe, en parte, a alteraciones hemodindmicas
y metabdlicas. La obesidad por si misma es una causa directa de anormalidades
estructurales, como hipertrofia ventricular izquierda (que puede predisponer a car-
diomiopatias), insuficiencia cardiaca congestiva y fibrilacién auricular?l. La obesi-
dad produce un incremento en el volumen de sangre total y en el gasto cardiaco, lo
cual es causado en parte por el aumento de la demanda metabdlica inducida por el
exceso de peso corporal. El aumento del gasto cardiaco es atribuible principalmente
al aumento del volumen de eyeccion, puesto que la frecuencia cardiaca aumenta
poco. El aumento consecuente del llenado y presion en el ventriculo izquierdo lleva

a una dilatacion y a hipertrofia del mismo34.

A comparacion de los pacientes de peso normal, los obesos son mas pro-
pensos a ser hipertensos. A su vez, el aumento de la masa corporal se asocia con

un aumento de la presion arterial®®. La hipertension arterial es el aumento sostenido
4



de los valores de presion arterial sistolica y/o diastdlica. En si misma la hipertension
representa un factor de riesgo de episodios cardiovasculares. La obesidad propicia
el aumento de la presion arterial sistémica a consecuencia de que el corazon es
sometido a mayor trabajo. Esto se debe a que al haber tejido adiposo en exceso,
son necesarios una mayor vascularizacion y un mayor volumen sanguineo circu-

lante3?,
La pared vascular

La pared de los vasos sanguineos es una estructura heterogénea que esta
conformada por tres capas fundamentales, cada una de las cuales cuenta con

caracteristicas histologicas, bioquimicas y funcionales especificas:

1. La tdnica adventicia es la capa mas externa y heterogénea de la
pared vascular; es un revestimiento externo de tejido conectivo que
se une al tejido perivascular circundante. Esta capa esta compuesta
por fibras de coldgeno con disposicién laxa y por varios tipos
celulares como fibroblastos, células inmunomoduladoras
(dendriticas y macrofagos), células progenitoras, vasos sanguineos
(vasa vasorum), vasos linfaticos y nervios adrenérgicos®®. La tlnica
adventicia funciona como un compartimiento que permite el trafico
de células hacia dentro o fuera de la pared vascular, participa en el
crecimiento y reparaciéon de los vasos sanguineos y media la
comunicacion entre el endotelio y el muasculo liso vasculares®’.

2. Latunica media, o capa media, consiste de laminas concéntricas de
musculo liso apoyadas en tejido conectivo. Las células de musculo
liso vascular se encargan de mantener un tono vascular variable. El
tono vascular se define como la actividad contractil de las células
del musculo liso en las paredes de las arterias. El tono vascular es
el principal determinante de la resistencia al flujo sanguineo a traves
de la circulacion. Ademas, el tono vascular es importante en la
regulacion de la presion sanguinea y de la distribucion del flujo
sanguineo, generado por el bombeo de la sangre entre y dentro de
los tejidos y 6rganos®8:39, La regulacion de la actividad contractil en



células de mausculo liso vascular es dependiente de estimulos
vasodilatadores y vasoconstrictores, los cuales pueden ser
hormonas circulantes, neurotransmisores, la presién sanguinea y
factores derivados del endotelio. Todas estas sefiales son
integradas por células de musculo liso para determinar la actividad
contractil, el diametro, y la resistencia de los vasos sanguineos®.
La contraccion del musculo liso produce vasoconstriccion, dando
como resultado una disminucién en el diametro de la luz vascular y
por consiguiente del flujo sanguineo. En cambio, la relajacion de
estas células musculares o vasodiltacion, tiene efectos contrarios a
los anteriormente descritos. Las células de mdusculo liso se
caracterizan por la expresion de proteinas contractiles especificas,
de canales i6nicos en las membranas citoplasmicas (canales de K*,
canales de Ca?* dependientes de voltaje, canales de Cl- y canales
cationicos activados por estiramiento), de proteinas encargadas en
la regulacion de Ca?* y de receptores involucrados en la regulacién
de la contraccién de la célula®4,

3. Latdnica intima conforma la capa interna de los vasos sanguineos,
se encuentra en contacto directo con la luz vascular y por
consiguiente con el torrente sanguineo. Esta constituida por una
monocapa de células endoteliales vasculares las cuales estan
ancladas a una membrana basal que lleva como nombre sistema de
anclaje conectivo subendotelial*’. El endotelio de las arterias y
venas forma una capa continua de células unidas entre si por
uniones adherentes. El endotelio de los vasos capilares puede ser
continuo, fenestrado o discontinuo, dependiendo de las
necesidades del tejido subyacente*?,

Endotelio vascular

Hace algunas décadas, se consideraba al endotelio solamente como una
barrera fisica que permitia detener la coagulacién intravascular. Por el contrario,

hoy dia se sabe que desempefia multiples funciones elementales para la regulacion
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del flujo sanguineo y la homeostasis vascular en general*. Furchgott y Zawadzki
en 1980 demostraron que el endotelio vascular es necesario para la relajacion
inducida por acetilcolina (ACh) en arterias aisladas. Este destacado trabajo llevo al
descubrimiento de la via metabdlica de la L-arginina- sintasa de 6xido nitrico (NOS),
del 6xido nitrico (NO) y de su papel como segundo mensajero intercelular, asi como
al descubrimiento de la importancia del endotelio para la regulacion de la presion
sanguinea®*. El NO es clave para el mantenimiento de la vasodilatacién basal en
los vasos sanguineos. Este gas se forma a partir de la enzima NOS la cual convierte

el amino&cido L-arginina en NO*.

El endotelio es un érgano dinamico de secrecidon autécrina, paracrina y
endocrina; es capaz de responder a estimulos ya sea fisicos o quimicos
sintetizando y/o liberando moléculas vasoactivas y trombo-regulatorias*. El
metabolismo de las células endoteliales es altamente activo y juega un papel crucial
en muchos procesos fisioldgicos detectando estimulos fisicos (estrés mecénico) y/o
guimicos (moléculas en su entorno), para transformarlos en respuestas adaptativas
tales como: procesos anti-trombéticos, modulacion del transito de macromoléculas
como las lipoproteinas, adhesion de leucocitos a la pared arterial y control de la
actividad de las células musculares lisas de la tinica media (tono vascular)*2-4.
Varios compuestos vasoactivos son sintetizados por las células endoteliales, siendo
NO, prostaciclina (PGlz) y EDHF (factor hiperpolarizante derivado de endotelio)
algunos de los principales vasodilatadores sintetizados por estas células. Por otro
lado, dentro de los vasoconstrictores producidos en el endotelio se destacan

endotelina-1, prostaglandinas y TXA2*".
Disfuncién Endotelial

La disfuncién endotelial es una de las primeras manifestaciones de
enfermedad vascular y ateroesclerosis. Se define como un desequilibrio entre la
sintesis, liberacion o efecto de factores endoteliales que tienen como funcion relajar
o contraer el musculo liso vascular. Este desequilibrio predispone a la inflamacion,
a la vasoconstriccién y al incremento de la permeabilidad vascular. La disfuncién
endotelial se manifiesta con una disminucion en la vasodilatacion dependiente de

endotelio 0 un aumento en la vasoconstriccion4648, La disfuncion endotelial es un
-



factor esencial de la hipertension y es evidente antes de que se presenten lesiones
ateroescleroticas obstructivas en arterias coronarias, por lo que es un marcador
prognostico de futuros eventos cardiacos*®. Las células endoteliales sanas son
capaces de responder a sefales quimicas y hormonales, y asi controlar el tono
vascular por medio de la sintesis y liberacion de factores vasoactivos. Al haber una
pérdida en el equilibrio entre estos factores, se pierde la homeostasis vascular®.
Se conocen varios posibles mecanismos involucrados en el desarrollo de la funcién
endotelial, principalmente la disminucion de la biodisponibilidad de NO (baja en la
produccion y/o aumento en la inactivacion) asi como la accion de un exceso de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrégeno (RNS) en
el endotelio?’.

Efectos del estrés oxidativo en el metabolismo celular

Las ROS y RNS forman parte de una familia de moléculas de vida media
muy corta, pero altamente reactivas y oxidativas. Algunos ejemplos de estas son el
anion superoxido (O2), el radical hidroxilo (OH"), el perdxido de hidrégeno (H202) y
el peroxinitrito (ONOO)*°. Las ROS y RNS son producidas por una gran variedad
de tipos celulares incluyendo musculo liso y endotelio vascular;, estas son
generadas por la accion de enzimas de tipo oxidasa, dentro de las cuales se
encuentran nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa),
xantina oxidasa (XO), sintasa de Oxido nitrico endotelial (eNOS) desacoplada,
glucosa oxidasa (GOx), lipooxigenasa (LOX) y las ciclooxigenasas isoformas 1y 2
(COX-1y COX-2)*". En concentraciones fisiol6gicas normales, las ROS/RNS llevan
a cabo una una gran cantidad de efectos biolégicos como: defensa contra
microorganismos patdégenos mediada por el sistema inmune y sefializacion
intracelular. La formacion y eliminacion de estas especies quimicas en la pared
vascular debe permanecer en equilibrio para mantener el nivel requerido de
especies oxidativas necesarias para las funciones fisiolégicas®. El estrés oxidativo
es causado por una produccion excesiva de estas especies. Esto lleva a sobrepasar
a los mecanismos antioxidantes de la célula produciendo cambios metabdlicos al
oxidar y modificar macromoléculas como ADN (a&cido desoxirribonucleico),

carbohidratos, lipidos, proteinas y enzimas, que puede dar como resultado muerte
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celular y dafio tisular 4”°1, EI ONOO- es una especie reactiva de nitrégeno altamente
oxidante formada por la reaccion entre NO y Oz (figura 1). Esta especie es capaz
de modificar un gran nimero de biomoléculas, incluyendo enzimas, al producir la
modificacion post-traduccional S-nitrosilacion en residuos de tirosina, promoviendo
la formacién de 3-nitrotirosina en proteinas, asi como sulfoxidaciones en los grupos
tiol y en residuos de metionina. Por lo anterior un aumento excesivo de este puede

dar como resultado alteraciones en la funcion celular®?.

Y= SOD H202
2
NOS ONOO™

L-Arginina T NO.

Citrulina

Figura 1) Generacion de ONOO™ a partir de NOy Oz; NOS: sintasa
de 6xido nitrico, H2O,: peréxido de hidrégeno, O, superdxido, NO:
oxido nitrico, ONOO": peroxinitrito.

Metabolismo del &cido araquiddnico (AA) en células

endoteliales

La via metabdlica del acido araquidonico (AA) por la via de las
ciclooxigenasas (COX) juega un papel importante en la fisiologia vascular, ya que
a partir de ella se generan numerosos compuestos de tipo prostanoide con efecto
vasoactivo. Los compuestos prostanoides derivados del AA por la via de las COX
se sintetizan por medio de reacciones enzimaticas secuenciales, en respuesta a
diferentes estimulos por ejemplo, a citocinas y factores de crecimiento, en
condiciones basales °3. El primer paso en esta via es la liberaciéon del AA de
fosfolipidos de membrana por la accion de la fosfolipasa Az citosdlica (CPLA2),
posteriormente las COX-1 y COX-2 actuan sobre el AA, dando lugar a dos modifi-
caciones diferentes: oxigenacion para la formacion del 9,11-endoperoxido ciclico

15-hidroperéxido G2 (PGG2) y peroxidacion que transforma a PGG:2 en prostaglan-



dina Hz (PGHy2). Estos ultimos sirven de sustrato para numerosas enzimas termina-
les y pueden ser transformados en distintos productos vasoactivos. Un ejemplo es
el vasoconstrictor tromboxano Az (TXA2), que es sintetizado por la enzima terminal
tromboxano sintasa (TXS)>* (figura 2). TXAz reconoce a los receptor de tromboxano
(TP) en musculo liso vascular, media sus efectos a través de la activacion del
receptor TP acoplado a proteina G dando como resultado una respuesta
contractil®>. TXAz es una molécula de corta vida media pero altamente activa. TXA2
actia como autacoide y esta involucrado en una gran cantidad de procesos
fisiolégicos y patofisioldgicos como vaso-espamos, trombosis, hipertension,
inflamacion e infarto al miocardio®®6. El prostanoide vasodilatador PGl
contrarresta el efecto vasoconstrictor y pro-trombético de TXAz, lo cual crea un
balance en la homeostasis cardiovascular, donde el balance de PGI2/TXAz es

critico.

Figura 2) Metabolismo del AA por laviade las COX; cPLA::
fosfolipasa A; citosdlica, AA: acido araquidénico, COX-1/2: ci-
clooxigenasas isoformas 1y 2, PGG;: 9,11-endoperoxido ci-
clico 15-hidroperoxido G2, PGH,: prostaglandina H,, PGIS:
prostaciclina sintasa, PGE-:: prostaglandina E;, PGl,: prostaci-
clina.
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Antecedentes

Se ha demostrado que una alta ingesta cronica de acidos grasos saturados,
estimulan vias metabdlicas para la produccion de ROS, provocando un aumento
del estrés oxidativo sistémico por medio del aumento de ROS®’, asimismo la obe-
sidad se ha visto asociada con una disminucién tanto de la expresion como de la
actividad de enzimas que actuan como defensas antioxidantes, tales como supero-
xido dismutasa (SOD), glutatiéon-peroxidasa (GPX) o catalasa®®. Estas alteraciones
metabolicas estan fuertemente asociadas con el desarrollo de la disfuncion
endotelial al presentarse obesidad, ya que se sabe que la obesidad estimula la res-
puesta vasocontractil mediada por prostanoides y se ha observado un pronunciado
aumento en la expresion génica del receptor TP, asi como un aumento en la expre-
sion de la enzima TXS®°. Es este mismo estudio se observé que la contraccion de
la vasculatura en respuesta a estimulos farmacoldgicos con ACh es mediada por la
formacion de prostanoides vasoconstrictores sintetizados por las COX%°. En
corazones aislados de ratones obesos, la presion de perfusion en arterias
coronarias se ha visto aumentada en respuesta a ACh, y se ha demostrado una
vasoconstriccion aumentada y una vasorelajacion disminuida, comparada con la
respuesta obtenida en corazones de ratones control®®. También se observé un
aumento en la liberaciébn de TXA:z en arterias coronarias y una disminucion de la
sintesis tanto de prostaciclina, como de NO en el grupo obeso . Estas respuestas
se atribuyen al desbalance de sustancias con efecto vasoactivo provocado por el
estrés oxidativo, a consecuencia de la obesidad inducida por una dieta alta en
grasas, ya que se ha observado un aumento en la presencia de ONOO" y Oz en
aortas de animales obesos®’. Un posible causante de este desbalance en la sintesis
de productos de la via del AA es el anibn ONOO", dado que se ha encontrado que
las enzimas COX pueden ser activadas por altas concentraciones de este anion,
asi como que la enzima PGIS puede ser inhibida por éste, incluso a bajas
concentraciones de ONOO- (50 nM), debido a la nitrosilacion en diversas

condiciones patoldgicas como en vasos ateroescleroéticos 5261,
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Justificacion

Los antecedentes previamente descritos sugieren que el aumento de estrés
oxidativo inducido por la obesidad desencadena trastornos en la respuesta
vascular, al haber una alteracion del metabolismo de las células endoteliales
vasculares, en respuesta al aumento en la producciéon de ROS/RNS. En particular,
el metabolismo del AA por la via de las COX es muy susceptible al aumento de
ROS/RNS, siendo el anion ONOO~uno de los principales posibles responsables de
los cambios observados en esta via metabolica, la cual juega un papel relevante en
el mantenimiento de la homeostasis vascular. Esto nos conduce a cuestionar y
estudiar si se presentan an cambios en la respuesta vascular mediados por el
metabolito vasoconstrictor TXAz en un modelo de obesidad, asi como a estudiar la
interaccion del ONOO- con el metabolismo de TXA:z en condiciéon de obesidad.
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HIPOTESIS

* La generacion de ONOO" durante la obesidad estimula el metabolismo del
AA por la via de las COX, produciendo un aumento en la sintesis del meta-
bolito vasoconstrictor TXAz.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Demostrar cambios en el metabolismo del TXA2 provocados por la obesidad.

Objetivos Particulares

Demostrar el aumento en la vasoconstriccidon en la circulacién coronaria en

el grupo obeso.
Demostrar el aumento en la sintesis de TXAz en el grupo obeso.

Demostrar la interaccion del ONOO- con la via metabodlica del TXA2

empleando el catalizador de la degradacién del ONOO-, FeTMPyP.
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MATERIAL Y METODOS

Protocolo Experimental

Durante las primeras 5 semanas de edad todos los animales fueron alimentados
con dieta estandar, y a partir de la 6" semana de edad fueron asignados aleatoria-
mente a uno de los tres grupos experimentales: Control, Obeso u Obeso tratado
con FeTMPYP. Las dietas tuvieron una duracion de 8 semanas, durante las cuales
el tratamiento con FeTMPyP se administré durante 20 dias. Al finalizar las 8
semanas, se procedio a extraer el corazén con el fin de observar el efecto de la
dieta sobre la respuesta vascular ACh en arterias coronarias y obtener perfusados
de las arterias coronarias por medio de la técnica Langendorff para corazon aislado.
Se emplearon los perfusados de las arterias coronarias para cuantificar TXB2
mediante ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). EI metabolito
TXB:2 es estable y biologicamente inactivo. Es producto de la hidratacion no
enzimatica de TXA202. Asimismo, se extrajo el tejido cardiaco para medir la

expresion relativa de la enzima TXS a través de la técnica Western blot (figura 3).

Ratones

C57BL/6
|
I I '
Obeso + FeTMPyP
Control Obeso - Dieta alta en grasas
8 semanas + Dieta estandar « Dieta alta en (58% grasa)
(13% grasa) grasas (58% + Tratamiento FeTMPyP
grasa) por 20 dias
I
Sistema Langendorff Western Blot
+ Respuesta vascular a Ach + Deteccion de TXS en
en arterias coronarias homogenados de
+ Obtencién de perfusados de tejido cardiaco
coronarias para cuantificacion
de TXB,

Figura 3) Protocolo experimental.
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Animales de experimentacion

Se emplearon ratones machos de la cepa C57BL/6 procedentes de la Unidad
de Produccién y Experimentacion de Animales de Laboratorio del Centro de Inves-
tigacion y Estudios Avanzados (UPEAL-CINVESTAYV). Los protocolos para el uso y
cuidado de los animales fueron aprobados por el comité de ética del CINVESTAV-
IPN. Se les permitié el consumo de agua y alimento ad libitum, fueron mantenidos
bajo condiciones de temperatura y luz controladas: 22°C y periodos de 12 horas de
luz y 12 horas de obscuridad.

Grupos experimentales

Grupo Control

La dieta consistié en alimento estandar para roedores (Picolab Rodent Diet
20, LabDiet, Land O’ Lakes, Minnesota, EE. UU) durante 8 semanas.

Componente de la dieta % en Kilocarias
Proteinas 24.496
Carbohidratos 62.380
Grasas 13.123
Total 100

Tabla 1. Composicidon de la dieta estandar

Grupo Obeso

Se les indujo obesidad por medio de una dieta alta en grasas durante 8
semanas (D12331 Research Diets, New Brunswick, NJ, USA).

Componente de la dieta % en Kilocalorias
Proteinas 16.4
Carbohidratos 25.5
Grasas 58.0
Total 100

Tabla 2. Composicién de la dieta alta en grasas.

16



Grupo Obeso tratado con FeTMPyP

Se les indujo obesidad por medio de una dieta alta en grasas (D12331
Research Diets, New Brunswick, NJ, USA). durante 8 semanas. Durante los ultimos
20 dias de la dieta se les administré6 FeTMPyP, una porfirina sintética acomplejada
con hierro, que actlia como catalizador de la degradacion de ONOO- (Cayman Che-
mical, Ann Arbor, EE.UU.). El tratamiento fue aplicado via intraperitoneal a una
dosis diaria de 25 mg por kg de masa corporal, en un volumen de 10 pL de solucién

salina estéril al 0.9%.
Perfil metabolico y cuantificacién de peso corporal

Para determinar las concentraciones de glucosa, colesterol y triglicéridos, se
obtuvo sangre de la vena de la cola después de un periodo de 12 horas de ayuno.
Para ello, el animal fue introducido a un dispositivo de inmovilizacién de fondo plano
(Fisher Scientific, Leicestershire, U.K.), se sujet6 la cola y se coloc6 sobre una su-
perficie plana. Posteriormente, se hizo un corte perpendicular en la punta con una
hoja estéril de bisturi. Las gotas de sangre se colocaron sobre tiras reactivas para
la medicion glucosa, triglicéridos y colesterol (Accu Check Performa, Roche
Diagnostics Inc., Indianapolis, EE.UU.; Accutrend Cholesterol y Accutrend
Triglycerides, Roche Diagnostics Inc., Indianapolis, EE.UU.) para obtener las
concentraciones de los marcadores metabdlicos en equipos de medicién de
glucosa, colesterol y triglicéridos (AccuCheck Performa y Accutrend GCT, Roche

Diagnostics Inc., Indianapolis, EE.UU.).

La medicion del peso corporal se realizé con una balanza electrénica (Scout
Pro, OHAUS, New Jersey, EE.UU.).

Medicion de la expresion relativa de la enzima TXS

Diseccidn de tejido cardiaco

Los animales fueron anestesiados con una solucion de ketamina/xilacina/so-
lucion salina 0.9% a una proporcion de 2:1:1, en un volumen de 2 pl /g de peso

corporal. Se realiz6 un corte toracico-abdominal transversal, posteriormente se
17



corto el diafragma para retirar el tejido cardiaco por completo. Se realiz6 un lavado
rapido del tejido con solucién salina estéril al 0.9% para eliminar sangre. Los cora-
zones se conservaron en RNAlater (Thermo Fisher Scientific Inc, Rockford, IL,

USA) o se almacenaron inmediatamente a -80° hasta su uso posterior.
Homogenizacion y lisis de tejido cardiaco

El tejido cardiaco fue homogenizado (Tissue Ruptor QIAGEN, Alemania) en
buffer de lisis (50 mM Tris-HCI pH 7.4; 137 mM NaCl; 2mM EDTA; NP-40 1%; gli-
cerol 5%) y coctel de inhibidores de proteasas al 8% v/v (Complete TM, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) con una proporcion tejido:buffer de 1:4,
manteniendo siempre el tejido en hielo para evitar el calentamiento y la degradacion
de proteinas. Los homogenizados se centrifugaron a 12,000 rpm a 4°C durante 20
minutos, para después extraer las proteinas solubilizadas presentes en el sobrena-

dante, este se almacend a -20°C hasta su posterior uso.

Cuantificaciéon de proteina total por el método del acido
biciconinico (BCA)

La concentracién de proteina total de cada homogenizado se determind me-
diante el método del &cido biciconinico (BCA) con el kit comercial Pierce BCA Pro-
tein Assay Kit de acuerdo al protocolo sugerido (Thermo Scientific Inc, Rockford, IL,
USA). Se llevé a cabo una curva de calibracion iniciando con una solucion de BSA
(albumina sérica bovina) a una concentracion de 2000 pg/ml, a partir de esta se
realizaron diluciones seriales por triplicado con las siguientes concentraciones:
1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 ug/ml. A su vez, cada muestra se diluy6 en
proporcion 1:50 con tres réplicas de cada muestra. Se utilizé agua bidestilada como
blanco y como diluyente tanto para la curva de calibracidbn como para las muestras.
La absorbancia fue leida a una longitud de onda de 570 nm en un lector de micro-
placas (BioTek Instruments Inc., Winooski, EE.UU.) y se obtuvieron los valores me-
diante el software KC Junior (BioTek Instruments Inc., Winooski, EE.UU.). Se ob-
tuvo la curva de calibraciéon por medio de una regresion lineal (R?=0.99) con base

en la cual se calcularon las concentraciones de las muestras.
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Separacion de proteinas por peso molecular por SDS-
PAGE

Las proteinas solubilizadas obtenidas de los homogenizados fueron desna-
turalizadas en buffer de muestra (Tris-HCI 0.06 M pH 6.8, SDS 2% v/v, glicerol 10%
v/v, azul de bromofenol 0.1%, 2-mercaptoetanol 5% v/v) y se incubaron a 95-100°C
por 5 minutos en un bafo seco (Dri Bath type 17600, Thermolyne). Posteriormente,
se mantuvieron en hielo. Para la electroforesis desnaturalizante, se emple6é una
solucion de 30% acrilamida p/v y 0.8% bisacrilamida p/v, a partir de la cual se pre-
paro el gel separador al 8% de resolucion (1.5 M Tris-HCI, 0.4% SDS, persulfato de
amonio 10%, TEMED) y el gel concentrador al 5% (0.5 M Tris-HCI, 0.4% SDS, per-
sulfato de amonio 10% p/v, TEMED) y se utilizé buffer de migracién estandar (25
mM Tris, 190 mM glicina, 0.1% SDS). Se depositaron 100 pug de cada muestra por
pozo en el gel, las cuales fueron separadas a la par de un marcador de peso mole-
cular (Precision Plus Protein Dual Color Standard, Bio-Rad Laboratories Inc, EE.
UU). Se aplicé una corriente eléctrica de 90 Volts durante 2 horas (Electrophoresis

power supply EPS 301, Amersham Biosciences, U.K.).
Electrotransferencia de las proteinas

Una vez que las proteinas fueron separadas se electrotransfirieron a una
membrana de PVDF (polifluoruro de vinilideno) (Hybond-P, Amersham, Bu-
ckinghamshire, UK) mediante un sistema de transferencia semi-seca (Trans-Blot
SD Transfer Cell, Bio-Rad Laboratories Inc, EE.UU.) a 15 volts por 1 hora. La ade-
cuada transferencia se observé mediante la tincion de las proteinas de membrana

con rojo de Ponceau (Ponceau S 0.1%pl/v, 5% v/v &cido acético).
Western Blot

Los espacios libres de proteina en las membranas fueron bloqueados con
leche descremada en polvo (Svelty, Nestlé) al 5% p/v disuelta en TBST, y se incu-
baron por 4 horas en agitacion y a temperatura ambiente. Posteriormente se remo-
vio el exceso de leche enjuagando las membranas con TBST durante 10 minutos

en agitacion. Para la deteccion de la proteina de interés (TXS) y el control de carga
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(Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa, GAPDH), las membranas se incubaron
con los anticuerpos primarios IgG de conejo anti-TXS (dilucion 1: 1,000) e I1gG de
raton anti-GAPDH (dilucion 1: 5,000) (Abcam, Cambridge, UK). Los anticuerpos
fueron disueltos en una solucién de leche descremada al 2.5% p/v disuelta en
TBST. Las membranas se incubaron por 16 horas a 4°C en agitacion. Para remover
el exceso de anticuerpos, se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con
TBST. Para la deteccién de los anticuerpos primarios, las membranas fueron incu-
badas con los anticuerpos secundarios acoplados a la enzima peroxidasa (Abcam,
Cambridge, UK) IgG de cabra anti-ratén (dilucion 1: 10,000) e IgG de cabra anti-
conejo (dilucion 1: 10,000). Los anticuerpos fueron diluidos en leche-TBST al 2.5%.
Se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno para remover el exceso de an-
ticuerpos. Para la deteccion de los anticuerpos secundarios unidos, se utilizo el
sistema Super-Signal West (Pierce, Rockford, II) que contiene ECL, el sustrato de
quimioluminiscencia mejorada de la peroxidasa. Las membranas tratadas con el
sistema fueron expuestas entre 30 segundos a 1 minuto. Las bandas generadas
por la quimioluminiscencia se cuantificaron por densitometria por medio del soft-

ware ImageJ (NIH).

Evaluaciéon de larespuesta vascular a ACh en arterias coro-

narias
Extraccién de corazéon

Los ratones fueron anestesiados con una solucion de ketamina/xilacina/so-
lucion salina 0.9% a una proporcién de 2:1:1, en un volumen de 2 pl por cada gramo
de peso corporal, y se inyectaron 100 Ul de heparina para evitar la formacién de
trombos. Todas las inyecciones se realizaron via intraperitoneal. Los ratones fueron
intubados y ventilados mecanicamente a un volumen de 1.5 ml. Se realiz6 una in-
cisién trans-abdominal para exponer el diafragma, el cual posteriormente fue cor-
tado para tener acceso a la cavidad toracica y al corazon. Se localizo el arco de la
aorta ascendente para mantener esta porcion de la arteria intacta. Posteriormente
se extrajo el corazdn eliminando pulmones y tejido conectivo. Inmediatamente se
colocé el corazon en buffer Krebs-Henseleit (117.8mM NacCl, 1.2 mM KH2PO4, 6.0
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mM KCI, 1.6 mM CaClz, 1.2 mM MgSOs4, 0.027 mM Naz EDTA, 5.5 mM glucosa y
24.2 mM NaHCOg) previamente enfriado en hielo. Se elimind tejido adiposo, y bajo
un estereoscopio se localizd y se canulo la aorta. Se elimind la sangre de las arte-

rias coronarias con Buffer Krebs-Henseleit.
Técnica Langendorff para corazon aislado

Una vez canulada la aorta, el corazon se coloco en el sistema Langendorff,
mediante el cual se perfundio Buffer Krebs-Henseleit (oxigenado 95% Oz, 5% COz;
atemperado a 37°C) de manera retrograda por medio de una bomba peristaltica.
Se verifico que el corazon latiera de manera espontanea permitiendo la estabiliza-
cion de la presion de las coronarias durante 30 minutos. La presion de perfusion de
las coronarias (PPC) se monitoredé mediante un transductor de presién conectado
a un sistema de adquisicién de datos. Una vez que la presion se estabilizo, las
arterias coronarias fueron estimuladas mediante la adicion de ACh (12 uyM en un

volumen total de 10 pL) por medio de una microjeringa (Hamilton).
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Cuantificacion de TXB: a partir de perfusados de arterias

coronarias

Obtencién de perfusados de arterias coronarias

Los perfusados fueron obtenidos a partir de los corazones montados en el
sistema Langendorff, como fue descrito anteriormente. Una vez que la PPC se man-
tuvo estable, se tomaron muestras del perfusado liberado por las arterias coronarias
en condiciones basales (sin estimular con ACh) en un tubo Eppendorf. Después,
las coronarias fueron estimuladas con ACh (12 uM) e inmediatamente se tomaron
muestras del perfusado, especificamente durante los instantes correspondientes a
los valores maximos de PPC alcanzados. Se identific6 cada muestra y se registra-
ron los puntos en la curva producida por el estimulo de ACh correspondientes a
cada muestra. Los perfusados fueron mantenidos en hielo para posteriormente al-

macenarlos a -80°C, hasta su uso posterior.
ELISA

Se empleo el kit Thromboxane B2 ELISA Kit (ab133022, Abcam, Cambridge,
UK) de tipo competitivo siguiendo las instrucciones y recomendaciones indicadas
por el fabricante. Este inmunoensayo para la cuantificacion de tromboxano B:
(TXBz2) emplea un anticuerpo policlonal contra TXB2 adherido a la superficie de los
pozos de la microplaca, que se une de manera competitiva a TXB2 presente ya sea
en la muestra o a TXB2 unido covalentemente a la enzima fosfatasa alcalina (pro-
veido por el fabricante). Se incubaron la muestras, controles y estandares de ma-
nera simultdnea por 3 horas, a temperatura ambiente y en agitacion (300 rpm).
Posteriormente, se removié el exceso de reactivos y se realizaron tres lavados. Se
agrego para-Nitrofenilfosfato (pNPP). Dicho compuesto es el sustrato de la fosfa-
tasa alcalina, al ser hidrolizado por ésta enzima, se produce para-nitrofenol, que
presenta una coloracion amarilla®. La absorbancia fue leida a una longitud de onda
de 405 nm en un lector de microplacas (BioTek Instruments Inc., Winooski,
EE.UU.). Debido a que se trata de un ELISA competitivo, la intensidad de la colo-

racion en cada pozo es inversamente proporcional a la cantidad de TXB: presente
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en la muestra capturada en los pozos®2. Los valores se obtuvieron mediante el soft-
ware KC Junior (BioTek Instruments Inc., Winooski, EE.UU.). Se linealizé la curva
estandar por medio de una transformacion logit (R?= 0.99), a partir de esta curva

se calcularon las concentraciones de las muestras.
Analisis estadisticos

Tanto como para los resultados obtenidos de Western Blot y de ELISA se
realizaron analisis de varianza mediante ANOVA de una via y analisis post-hoc Tu-

key. Se utiliz6 un valor de significancia estadistica de p < 0.05.
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RESULTADOS

Efectos de la dieta alta en grasas en la respuesta vascular

de las arterias coronarias

Con el proposito de observar la respuesta vascular en las arterias coronarias,
se utilizé el sistema Langendorff de perfusion retrograda para corazoén aislado, me-
diante el cual se registrd la presion de perfusion coronaria (PPC) ante estimulos
con ACh. En la figura 4 se muestra un registro representativo de la PPC en funcién
del tiempo para el grupo Control, en la que se puede observar una respuesta vaso-
constrictora, alcanzando el mayor valor de PPC (89 mmHg) 27 segundos después
del estimulo. En el registro representativo correspondiente al grupo obeso (figura
5) se observa un aumento en la vasoconstriccion, alcanzando un maximo valor de
PPC de 127 mmHg 20 segundos después del estimulo. En el registro representativo
del grupo Obeso + FeTMPYP (figura 6), dénde el anibn ONOO" fue disminuido, se
observa un aumento en la vasoconstriccion con valor maximo de 59 mmHg 12 se-
gundos después del estimulo. La vasoconstriccion en arterias coronarias de cora-
z6n aislado inducida por ACh se vio aumentada en los ratones obesos comparada
con la observada en los ratones control. Al aumentar la degradacién de ONOO- por
medio del tratamiento con FeTMPyP se redujo el efecto vasoconstrictor provocado

por la obesidad tras el estimulo de ACh.
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Figura 4) Registro representativo de la respuesta vascular (mmHg) del

grupo Control en funcioén del tiempo (segundos) tras un estimulo de ACh
(12ug). La flecha indica el momento de la adicion de ACh. La linea pun-
teada sefiala el nivel de méaxima contraccion tras el estimulo.
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Figura 5) Registro representativo de la respuesta vascular coronaria
(mmHg) del grupo Obeso tras un estimulo de ACh (12ug) en funcion del
tiempo (segundos). La flecha indica el momento de la adicién de ACh. La
linea punteada sefiala el nivel de maxima contraccion tras el estimulo.
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Figura 6) Registro representativo de la respuesta vascular coronaria
(mmHg) del grupo Obeso tratado con FeTMPYP tras un estimulo de ACh
(12ug) en funcion del tiempo (segundos). La flecha indica el momento de

la adicién de ACh. La linea punteada sefiala el nivel de maxima contrac-
cion tras el estimulo.
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Efecto de la ACh en la liberacion de TXAzen circulacion co-

ronaria

Debido a que la vida media de TXAz es muy corta, de tan sélo 37 segundos
en condiciones fisiolégicas, la sintesis de este metabolito fue monitoreada por la
produccion TXB2. La medicién de TXB2 se hizo a partir de perfusados de arterias
coronarias obtenidos de corazones montados en el sistema Langendorff de perfu-
sion retrograda. La cuantificacion de TXB:2 se realizé a partir de muestras corres-
pondientes a los niveles de mayor vasoconstriccion de arterias estimuladas con
ACh, asi como a la condicion basal (arterias sin estimular). Se observo (figura 7)
que la liberacion de TXB: de las arterias coronarias en condiciones basales no varié
entre los grupos Control, Obeso y Obeso + FeTMPyP. Sin embargo, la liberacion
de TXB:2 durante la vasoconstriccion inducida por ACh fue significativamente mayor
en el grupo Obeso en comparacion con los propios niveles basales, aproximada-
mente y tres veces mayor comparada con la del grupo Control estimulado con ACh.
En contraste, se observo una reversion en el aumento de sintesis de TXB2 estimu-
lada por ACh en el grupo Obeso + FeTMPYP, ya que no se observaron diferencias

en los niveles de este grupo en comparacion con el grupo Control.
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Figura 7) Liberacidon de TXA:z en arterias coronarias. Cuantificacion de
la concentracion de TXB; por medio de ELISA, a partir de perfusados de
arterias coronarias de los grupos Control, Obeso y Obeso + FeTMPyP. Se
muestran las concentraciones correspondientes a la condicién basal y a
las fases de méaxima contraccion tras el estimulo de ACh. Las barras re-
presentan la media de las concentraciones expresadas en pg/mL (£ error
estandar de la media), n=4-6 por grupo. Las comparaciones se realizaron
entre cada condicién de los grupos experimentales (*P < 0.05, **P < 0.01).
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Efecto de la obesidad en la expresion de TXS

Se realizaron ensayos de Western blot para medir la expresion relativa de la
enzima TXS, que presenta un peso molecular de 61 KDa, empleando como control
de carga la enzima de expresion constitutiva GAPDH de un peso molecular de 35
KDa, a partir de homogenados de tejido cardiaco de los grupos Control, Obeso y
Obeso + FeTMPyP (figura 8). Se midio la densidad de las bandas a partir de las
imagenes digitales obtenidas en unidades arbitrarias. Los valores de GAPDH se
emplearon para normalizar los valores de la proteina de interés TXS. La expresion
de TXS se vio fuertemente afectada por la obesidad puesto que aumento significa-
tivamente comparado con el grupo control. En cambio, se observo una reduccion
en la expresion de TXS como consecuencia de la catélisis de la degradacion de
ONOO" por medio del tratamiento con FeTMPyP.
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Figura 8) Niveles de expresion relativa de TXS en corazén. A) Bandas
representativas de la deteccién de TXS (61 KDa) por Western blot. Se
emple6 a GAPDH (35 KDa) como control de carga. B) Analisis de densi-
tometria de las imagenes. Las barras representan la media (z error estan-
dar de la media) del cociente de densidad de banda entre TXS y GAPDH,
expresado en unidades arbitrarias correspondientes a los grupos Control,
Obeso y Obeso + FeTMPyP; n=4 ratones por grupo. Las comparaciones
se realizaron entre cada uno de los grupos experimentales (*P < 0.05, **P
<0.01).
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DISCUSION

En este proyecto se trabaj6 con un modelo de obesidad en ratones C57BL/6, donde
la obesidad fue inducida con una dieta alta en grasas saturadas hidrogenadas
durante 8 semanas. La cepa C57BL/6 ha mostrado susceptibilidad a desarrollar a
altas tasas de obesidad con dietas altas en grasas, y presenta alteraciones
metabolicas similares a las de la obesidad en humanos, tales como intolerancia a
la glucosa®, hiperinsulinemia®, hiperglicemia y alteraciones en la respuesta
vascular (mayor vasoconstriccion)®. Anteriormente se habia reportado que este
modelo de obesidad resulté adecuado para el estudio de mecanismos involucrados
con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares durante el desarrollo de la
obesidad en fases tempranas, como la disfuncion endotelial previa al
establecimiento de disfuncién cardiaca®. En cuanto a la respuesta vascular, en
este trabajo se observo que la respuesta dependiente de endotelio estimulada con
12 uM de ACh en arterias coronarias produjo una fase inicial de vasoconstriccion,
para posteriormente regresar a la presion basal. Esta respuesta se observo tanto
en corazones de ratones control como en obesos. La concentracion de ACh
empleada no indujo la suficiente vasodilatacion para generar una PPC por debajo
de la basal tras el estimulo de ACh, como se esperaria®. Sin embargo, el aumento
de la vasconstriccion durante la fase de contraccion alcanzada en obesos fue
notablemente mayor en comparacion con los controles, tal como ha sido mostrado
previamente con en éste modelo de obesidad®. Este aumento en la
vasoconstriccion en corazon de ratones obesos podria deberse principalmente al
aumento en la produccién de ROS/RNS en el endotelio, principalmente de Oz y
ONOO'. Anteriormente se habia demostrado que la obesidad propicia el
impedimento de la funcién endotelial, lo cual se ha asociado con el aumento de la
generacion de Oz  por la enzima NADPH oxidasa mitocondrial en la vasculatura,
tanto en modelos de obesidad inducida por dietas altas en grasas en ratones tipo
silvestre®” asi como en ratas genéticamente obesas (fa/fa)®®. Por otro lado, el
aumento de la produccion de Oz pudiera estar directamente relacionado al
aumento en la generacion de ONOO" en los vasos sanguineos, debido que este
ultimo se genera a partir de la interaccion de NO y Oz. A su vez esto reduce la

biodisponibilidad de NO debido a la interaccion con 029970 Estudios
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experimentales han demostrado el aumento en la produccion de ONOO" durante
diversas patologias como isquemia cerebral’* y fallo cardiaca experimental’? y
artritis ”® por lo que es considerado como un agente importante en el desarrollo de
enfermedades asociadas con la produccion de NO y con el aumento en la formacion
de Oz. En este estudio observamos que el tratamiento con FeTMPyP, una porfirina
que cataliza la degradacion de ONOO-, impidi6 el aumento de la vasoconstriccion
dependiente de endotelio en respuesta a ACh observado en ratones obesos. Esto
concuerda con los resultados obtenidos en estudios en los que el uso de FeTMPyP
para la regular la degradacion de ONOO- ha permitido restaurar la vasorrelajacion
dependiente de endotelio con aumento de estrés nitrosativo efectuado por ONOO-
en ratas de edad avanzada’. Se conoce que el anion ONOO- es un oxidante capaz
de modificar biomoléculas, incluyendo aminoacidos como tirosina, cisteina,
triptéfano y metionina, asi como grupos prostéticos de proteinas, lo cual puede
afectar directamente la cadena peptidica provocando cambios conformacionales y
funcionales. El anion ONOO- inactiva la funcién catalitica de una gran variedad de
enzimas incluyendo a las COX®.Se ha demostrado en estudios in vitro que ONOO"
es capaz tanto de activar a concentraciones en el rango de nM, como de inactivar
en rangos de uM a las COX 77. Asimismo, otros estudios han demostrado que las
COX y TXS son activadas por altas concentraciones de este aniobn en vasos
ateroescleréticos®?. En cuanto a la expresion relativa de la enzima terminal de la
via de las COX, TXS, donde se observé un aumento en ratones obesos y una
disminucién en el grupo obeso tratado con FeTMPyP, comparando con respecto a
la expresién en los ratones control. De acuerdo a esto se puede inferir que el
aumento de ONOO" provocado por la obesidad, podria estar efectuando cambios
post-traduccionales en TXS permitiendo la activacion y/o evitando la degradacion

proteolitica de esta.

Por otro lado, observamos el aumento en la liberacion de TXA:2 estimulada
por ACh en la circulacion coronaria de ratones obesos. Estas observaciones
concuerdan con estudios recientes en los cuales se ha mostrado que el aumento
de produccion de TXA2 y el aumento en el estrés oxidativo, por ONOO" y Oz via
NOX propician un incremento en la vasoconstriccion’®. En ratones obesos tratados

con FeTMPyP, los niveles de TXB:2 fueron notablemente reducidos. Esto
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confirmaria que el anibn ONOO" estimula la via del AA mediante las COX y por
consiguiente la sintesis de TXAz, asi como en el aumento de la sintesis de TXAz en
enfermedades relacionadas a disfuncién endotelial.

Con base en los resultados obtenidos, es posible afirmar que otro posible
causante del aumento en la vasoconstriccion en individuos obesos es el
vasoconstrictor TXA2. De igual manera, la obesidad y el aumento de estrés
oxidativo causado por éste, podrian estar promoviendo la respuesta
vasoconstrictora por medio de la prevalencia de diversos factores no considerados
en este trabajo, promoviendo indirectamente la expresion a nivel génico de enzimas
de la via de las COX, como TXS, COX o de diversos factores relacionados con el

control del tono vascular.
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Conclusiones

A partir de nuestros resultados podemos concluir que el anion ONOO" afecta
la via de las COX al incrementar la sintesis de TXA2 por medio de un aumento en
la expresion de la enzima TXS en las células endoteliales, siendo el TXA2 un
importante factor que contribuye al aumento de la vasoconstriccion caracteristica

de la obesidad y de la disfuncién endotelial.
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Perspectivas

Un reto a futuro seria observar los cambios generados por ONOO" en condi-
ciones de obesidad en la sintesis del vasodilatador PGIz y en la expresion de las
enzimas PGIS y COX-1y COX-2, empleando este modelo de obesidad. Asimismo,
seria interesante elucidar los mecanismos mediante los cuales la obesidad esta

provocando el aumento en la produccién de ROS/RNS en el endotelio vascular.

Por otro lado, aun es necesario elucidar los mecanismos mediante los cuales
las ROS/RNS en condiciones de estrés oxidativo, como en la obesidad, modifican
el metabolismo del AA, especificamente los cambios generados a nivel de sefiali-

zacion celular.
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