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Abstract

Obesity has become a worldwide health problem and has been associated with the
development of cardiovascular diseases, including coronary heart disease and stroke.
Arachidonic Acid (AA) is a membrane lipid, thus, is metabolized to eicosanoids that
includes prostaglandins, thromboxane, and leukotrienes. Dysregulated production of
eicosanoids underlies the pathogenesis of many diseases. Furthermore, recent studies
demonstrated that AA-derived eicosanoids are important for adipocyte differentiation
in vivo. Also, oxylipids resultant from Cytochrome P450-dependent metabolism of pol-
yunsaturated fatty acids have been associated with obesity-related pro-oxidative stress
and increased ROS, this supports the idea that AA metabolism is associatted to en-
dothelium response in obesity. Recently, we have reported increased coronary vasocons-
trictor responses in obese mice and the initial characterization suggested that changes
in nitric oxide metabolism were the responsible for the vascular responses. However, an
indomethacin-dependent response was observed in preliminary experiments suggesting
that arachidonic acid (AA) metabolism may be involved in the changes in vascular
responses observed during obesity. Therefore, in the present study, we investigated the
impact of obesity in the metabolism of AA in coronary circulation. C57BL/6 mice
(68 weeks) were fed with standard (control) or high fat diet (HFD) for 8 weeks. The
Langendorff isolated perfused heart system was used to evaluate changes in coronary
perfusion pressure (CPP). After injection of an AA bolus (30 ug), CPP was recorded
and perfusate was collected to quantify TXB2 and PGI2 by ELISA in both control and
HFD mice. Immediately after perfusion, hearts were quickly frozen and thromboxane
synthase (TXS) was measured by western blot, as well as COX-1 and COX-2. AA ad-
ministration elicited an enhanced contractile response in HFD mice coronary arteries
compared with control group. Also, coronary TXB2 release was increased in HFD com-
pared with control perfusate, while PGI2 synthesis was similar in both groups. These
results suggest that TXA2 leads the imbalance in the production of vasorelaxing and
vasoconstrictor agents during obesity with the consequent increase in blood pressure.
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Resumen

La obesidad ha sido asociada con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares in-
cluyendo enfermedad cardiaca y accidentes cerebrovasculares. Recientemente, nuestro
grupo ha reportado un incremento en la respuesta vasoconstrictora coronaria en ratones
obesos relacionada con el metabolismo del 6xido nitrico. Sin embargo, una respuesta de-
pendiente de indometacina fue observada en experimentos preliminares, sugiriendo que
el metabolismo del acido araquidénico (AA) podria estar involucrado en los cambios
en las respuestas vasculares observadas durante la obesidad. Por lo tanto, investigamos
el impacto de la obesidad en el metabolismo del AA en la circulacién coronaria. Se
emplearon ratones C57/BL6 (6 semanas), y fueron alimentados con una dieta estandar
(grupo control) o con una dieta alta en grasas (grupo obeso), durante 8 semanas. Se
empleo el sistema Langendorff de perfusion de corazén aislado para evaluar los cambios
en la presion de perfusion coronaria (PPC). Después de la administraciéon de la dosis de
AA (30 ng), la PPC fue adquirida y los perfusados fueron colectados para la posterior
cuantificacion de TXB2 y PGI2 por medio de ELISA en ambos grupos, control y obe-
sos. Inmediatamente después de la perfusion, los corazones se congelaron, y las enzimas
tromboxano sintasa (TXS) y ciclooxigenasa-2 (COX2) fueron medidas por medio de
Western Blot. La administracién de AA provocéd una respuesta contractil mayor en las
arterias coronarias del grupo de ratones obesos en comparaciéon con el grupo control.
Ademas, la liberacién de TXB2 estuvo incrementada en los perfusados del grupo obeso
en comparacion con el grupo control, mientras que la sintesis de PGI2 fue similar en
ambos grupos. De igual manera, se encontré que las enzimas TXS y COX2 se veian
expresadas mayormente en el grupo obeso en comparacion al grupo control.

Estos resultados sugieren que durante la obesidad el metabolismo del AA sufre un
desbalance en la produccién de sustancias vaso relajantes y vaso constrictoras, incre-
mentandose las cantidades liberadas de TXA2 con el consecuente incremento en la
presion sanguinea.
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1

Introduccion

La obesidad es una enfermedad mundial que se acompana por diversas enferme-
dades metabélicas tales como hipertensién, hiperglicemia y dislipidemial’. De acuerdo
a la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), en el ano 2014 més de 1.9 billones de
adultos, mayores de 18 anos presentaban sobrepeso, de los cuales, més de 600 millones
presentaban obesidad?. Por estas razones, la obesidad es considerada un factor de alto
riesgo, asociada con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares entre las cuales la
enfermedad de las arterias coronarias (EAC), que fue la principal causa de muerte en el

ano 2012/%; y que se caracteriza por cambios tempranos en las funciones endoteliales!?.

Las células endoteliales forman la capa interna de los vasos venosos y arteriales,
y bajo condiciones normales, estas células producen constantemente sustancias vasoac-
tivas que se encargan de controlar mecanismos vasculares tales como la inflamacion,
la vasoconstriccion y la vasodilatacion. Dichas sustancias vasoactivas son derivadas del
acido araquidénico (AA), un 4cido graso poliinsaturado que forma parte de los fosfo-
lipidos de la membrana plasmatica y que mediante la accién hidrolitica de la enzima
fosfolipasa A2 (PLA2)4 es metabolizado. Las diversas acciones celulares ejercidas por el
acido araquidonico son iniciadas posteriormente a su liberacion de la membrana celular
y por su subsecuente conversion a una familia de metabolitos biolégicamente activos,
conocidos con el nombre de eicosanoides!®, resultantes de la accién de tres diferentes
enzimas: LOX, CYP450 y COX. En este trabajo, son de particular importancia los
eicosanoides producidos por la accién de la enzima ciclooxigenasa (COX) sobre el AA,
que a su vez son conocidos como prostanoidel®; las funciones vasculares de los pros-

tanoides estan asociadas con el mantenimiento del tono vascular de tal manera que el



1. Introducciéon

AA produce prostaglandinas con actividad vasoconstrictora, tal como la prostaglandina
E27 F2[8 y el tromboxano A2 (TxA2)l; y también produce prostaglandinas vasodila-
tadoras, como lo son las prostaglandinas D2 y la prostaciclina 12 (PGIQ)[g]; pero son el
tromboxano A2 y la prostaciclina I2, principalmente, quienes se encargan de mantener
la homeostasis vascular en las arterias coronarias (%8 actuando como polos opuestos en
el mecanismo de la regulacién vascular!'® mediante la generacién de vasoconstriccién y

vasodilatacion, respectivamente.
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Antecedentes

El aislamiento del acido araquidénico por primera vez se remonta al afo 1907,
cuando se aislé a partir de lipidos provenientes del higado.!

El 4cido araquiddnico es un acido graso poliinsaturado w-6, y esta formado por una
cadena de 20 carbonos con cuatro dobles enlaces en su estructura, que se encuentran

en las posiciones 5, 8, 11 y 14, (Figura 2.1) y es uno de los principales componentes de

la membrana fosfolipidica de la célulal*?.

Figura 2.1: Estructura quimica del acido araquidénico

El 4cido araquiddénico, como ya se menciond, es almacenado en la membrana celular
y es liberado por medio de la hidrolisis de estos a través de las enzimas fosfolipasa A
(PLA2) o fosfolipasa C (PLC) .. A su vez, el dcido araquidénico libre es transformado
por las enzimas Lipooxigenasa (LOX)!, citocromo P450 (CYP450)!* o bien mediante
la enzima ciclooxigenasa (COX). Estas vias de oxidacién conducen a la formacién de
los llamados eicosanoides, que se encuentran involucrados en la senalizacion celular a
través de actividades tanto intracelulares como extracelulares en un proceso conocido
como cascada de sefializacién del 4cido araquidénico™ (Figura 2.2), por lo que este
acido juega un papel importante en el rol de regulacién de todo tipo de células.

Aunque los efectos del AA generealmente dependen de los productos previamen-
te mencionados, el acido araquidénico pareciera poseer su propia actividad bioldgica,

tal como ejercer efectos proliferativos sobre las células endoteliales del tejido adrtico

3



2. Antecedentes
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Figura 2.2: Cascada de senalizacién del acido araquidénico

bovinol¢!,

Los metabolitos lipooxigenados del AA parecen jugar un papel muy importante
en el desarrollo de la inflamacion, aunque también se les ha ligado en el remodelado
vascular. Para dar lugar a los productos lipooxigenados del AA es necesaria la enzima
lipooxigenasa, la cual tiene 4 diferentes isoformas: 5-LOX, 8-LOX, 12-LOX y 15-LOX;
y de la accion de estas enzimas surgen los leucotrienos, lipoxinas y algunas de las va-

rias isoformas del dcido hidréxiecoisatetraenoico(HETEs). Mientras que, por medio de

4
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2. Antecedentes

la monooxigenacion del CYP450 se sintetizan isoformas del dcido epoxiecoisatrienoi-
co (EETs) y algunas mas del acido hidréxiecoisatetraenoico (HETESs). Por tltimo, del
metabolismo del acido araquidénico por medio de la enzima COX resultan las prosta-
glandinas G2 (PGG2) y H2 (PGH2); a partir de aqui todo dependerd de las enzimas
sintasa para la conversion de estas prostaglandinas a prostaglandina D2 por medio de
la sintasa D2 (PGDS), a PGE2 a través de la accion de la sintasa PGES, prostaglandi-
na F2 por medio de PGFS, prostaciclina (PGI2) por medio de la enzima PGI sintasa
(PGIS), y por parte de la tromboxano sintasa (TXS) se produce tromboxano (TXA2).
El tipo de enzima presente dependerd a su vez del tejido en el que se esté llevando a

cabo la metabolizacion del dcido araquidénico (Figura 2.3)

Eicosanoide| Sitio de sintesis Actividad Biologica
e — + Induce respuesta inflamatoria
PGD2 ! broncoconstriccion

leocsindfilos, cerebro g ;
+ involucrado en alopecia

« Broncoconstriccion (EP1)

« Tracto gastrointestinal: contraccién
del mascule liso (EP1)
Broncodilatador(EP2)

+ Tracto gastrointestinal relaja
el misculo liso (EP2)

« Vasodilatacidon (EP2)

PGE2 [Rifi6n, bazo, corazén + | Secrecion acida del estémago (EP3)

* T Secrecion mucosa del estomago
(EP3)

+ En embarazadas: contraccidn uterina,
dilatacion y borramiento cervical (EP3)

+ Contraccidn del misculo liso del
estdmago (EP3)

+ Inhibe la lipolisis (EP3)

« Contraccion uterina

PGF2a [Rifidn, bazo « Broncoconstriccion
+ Contraccién de musculo liso
Corazon, células « Inhibe agregacion plaguetaria
PGI2  asculares + Induce vasocdilatacion
iendoteliales « Induce |la produccion de cAMP
+ Induce agregacion plaquetaria
TXAZ Plaguetas « Vasoconstriccidn

« Broncoconstriccion

Figura 2.3: Eicosanoides resultantes del metabolismo del 4cido araquidénico por medio
de la enzima COX



2. Antecedentes

Como se observa en la (Figura 2.3), son varios los metabolitos derivados generados
por la accién de la enzima COX, sin embargo, ha sido reportado que son la prostaci-
clina (PGI2) y el tromboxano A2 (TXA2) los metabolitos encargados de la regulacién
vascular, actuando como polos opuestos!'! para cumplir con las necesidades de su-
ministro sanguineo a los diversos érganos. Estos dos metabolitos, PGI2 y TXA2, son
bastante inestables, y se degradan de manera rapida (aproximadamente 30 segundos) a
6-keto prostaglandin Fla y tromboxano B2, respectivamente, después de cumplir con
su funcién bioldgica.

El término ciclooxigenasa (COX) fue puesto en uso para describir a la enzima que
haria posible la oxigenacion del acido araquidénico, y su rol en esto fue confirmado

17.18] La enzima COX es un blanco

mediante el aislamiento de los prostanoides en 1973
de importancia farmacolédgica, ya que por medio del uso de farmacos no esteroideos se
logra inhibir la formacién de prostanoides!™”. Existen dos isoformas de la enzima COX
(COX-1y COX-2) que son de tamano similar (alrededor de 71 kDa), y presentan similar
especificidad de sustrato asi como cinética enzimética, pero varian en su expresion y
distribucion®2!. Mientras que COX-1 se encuentra expresada de manera uniforme en
todas las células y es responsable de las funciones normales de las células, incluido
el funcionamiento normal de los prostanoides, la enzima COX-2 no es expresada de
manera constitutiva en ningin tejido a excepcién del cerebrol?>=24 y es inducible en
respuesta a diversos estimulos!?!.

Dependiendo del tipo de tejido en donde la enzima COX haya llevado a cabo su

funcién serd el prostanoide producido, por ejemplo, si esto ocurre en el endotelio, se

dara la formacién de PGI2.
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El endotelio fue considerado alguna vez como una simple barrera entre la sangre
y la pared vascular, sin embargo, hoy en dia se le considera como un érgano dindmico
que recubre todo el sistema vascular?!, ademds de ser el principal productor de PGI2

(Figura 2.4)

Figura 2.4: Sintesis de PGI2 en endotelio y efecto en musculo liso

Las células endoteliales se localizan en la capa intima de todos los vasos sanguineos,
que es el revestimiento interior y controla la funciéon vascular respondiendo a diversos

estimulos. (Figura 2.5)

Intima

Media

Adventicia

Figura 2.5: Capas que conforman al vaso sanguineo

Desde hace varios anos de estudio, se sabe que el endotelio es un 6rgano con impor-
tancia endocrina, autocrina y paracrina, y tiene diferentes funciones, entre las cuales
se encuentra incluida la vaso regulacion, crecimiento de vasos sanguineos, inhibicién
de la agregacién plaquetaria e inhibicién de trombosisl?’ 3%, La vaso regulacién ocurre
como resultado del balance entre factores relajantes y factores de contraccion deriva-

dos del endotelio. La enzima que sintetiza TXA2 a partir de PGH2 se localizé por

7
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B33 Aunque

primera vez en una fraccion de las plaquetas de humanos y de caballo
hasta el momento esta reportado que el acido araquidénico se metaboliza predomi-
nantemente en las plaquetas por medio de la via de la lipooxigenasal®*=3 la parti-
cipacién de la ruta metabdlica por medio de la enzima COX es de vital importancia

B7=39] mediante la produccién del metabolito tromboxano

para la regulacion vascular
A2 (Figura 2.6), que se encarga de la vasoconstriccion. La enzima TXS es una enzima
inducible y bifuncional, ya que se le ha reportado como catalizadora también del 4cido

12-hidroxiheptadecatrienoico (HHT)

~Consticcion.

Figura 2.6: Sintesis de TXA2 en plaquetas y efecto en musculo liso

Para el funcionamiento 6ptimo de las células es necesaria una constante produc-
ciéon de los metabolitos provenientes del AA, limitar el consumo de acido araquidénico
podria tener repercusiones en la salud, sin embargo, también ha sido sugerido que con-
sumir mucho acido araquidonico podria acarrear problemas tales como enfermedades

del corazoén o inflamacién!40—42l

, pero hasta este momento ain no se tiene claro el papel
que juega el AA en estas patologias.

Asi mismo, desde su descubrimiento el AA ha sido estudiado por su intervencion en
otras enfermedades tales como la respuesta endocrina al estrés, la resistencia a la in-
sulina, cancer y en la EACM. Por otro lado, se ha relacionado también las cantidades
de AA presentes en el tejido adiposo con el riesgo de padecer EAC, pero los resultados
no han sido concluyentes *=%°! tomando en cuenta que el grado de obesidad de los

participantes en estos estudios fue muy variable; sin embargo, lo que si ha sido correla-

cionado es la cantidad de AA con las cantidades presentes de colesterol*®!. De la misma

8
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manera, se ha relacionado al AA como promotor de celulas grasas [*7], principalmente
se ha implicado a PGI2 en la adipogenesis, aunque paraddjicamente también se ha im-
plicado a TXA2 como factor determinante en el desarrollo de células grasas!*®/. Por lo
que podemos decir que tanto el AA per sé, asi como sus metabolitos, provenientes del
metabolismo por COX, son fundamentales en la adipogénesis, y por ende en el desarro-
llo de enfermedades ligadas a la obesidad, tales como la EAC y la hipertension arterial,
sin embargo, el mecanismo por el cual un incremento en el tejido graso genera estos
padecimientos atn es desconocido!?.

Por otra parte, los metabolitos producidos por el AA son también protagonistas en
ciertas patologias, ya que diversos tipos de células son blanco de accion de estos meta-
bolitos, sin embargo, existen tejidos que estan intimamente ligados a la accion de estos.
Por ejemplo, un desbalance en prostanoides ha sido ligado al desarrollo de inflamacién®,
asi como una disminucién en la angiogénesis®”, se ha demostrado que los receptores de
tromboxano y prostaciclina controlan estrechamente la proliferacion vascular inducida
por lesiones; los ratones deficientes del receptor de tromboxano han mostrado una tasa
de proliferacion de la capa intima suprimida, mientras que los ratones deficientes en
receptores de prostaglandina I2 tienen una proliferacién de la capa intima mejorada. Al
mismo tiempo, la ruptura de células endoteliales da como resultado una mayor produc-
ciéon de prostaglandinas 12 y E2, por lo tanto, se puede decir que las prostaglandinas
regulan el estado las células endoteliales y, a la inversa, los reordenamientos estas célu-
las alteran la produccién de las cantidades de prostaciclinal®?.

De la misma manera que los productos del AA por medio de la enzima COX se ven
envueltos en ciertas patologias, los metabolitos provenientes del metabolismo por LOX
se involucran en procesos asmaticos y de reacciones alérgicas, asi como también se ven
involucrados en parte en el desarrollo de inflamacién y edemal®~5%. Al igual que al-
gunos derivados de COX, las lipoxinas, han probado ser mediadores angiogénicos en el
endotelio bajo ciertas condiciones, ademas de estimular la produccion de PGI2 en este

tejidol®®l. Mientras que, los derivados de CYP450, EETs, causan la hiperpolarizacién

en la membrana endotelial y de musculo liso, y por lo tanto llegan a ser llamados como
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factores hiperpolarizantes derivados del endotelio.

El aumento de la liberacion de AA y la conversién a metabolitos bioactivos son una
respuesta a los trastornos del tejido mediante varios estimulos. La mayoria de las células
participan en tales respuestas, actuando como una fuente y una diana para los meta-
bolitos del AA. La accién multidireccional, y en ocoasiones opositora de las prostaglan-
dinas, a menudo puede llegar a ser un poco confusa, por lo que una mejor comprension
de estos mecanismos puede proporcionar oportunidades para el desarrollo de nuevas

intervenciones terapéuticas.

10
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Justificacion

Los trabajos anteriores de nuestro grupol®” sugieren que durante la obesidad, la
sensibilidad vasoconstrictora coronaria se ve aumentada, lo que se asocia con una mayor
cantidad de infartos en personas obesas. El mecanismo responsable parece ser la pérdida
del balance entre la dilatacion y la constriccion en las arterias coronarias, causado por
la reduccién en metabolitos vasodilatadores, tales como el éxido nitrico y la PGI2 o
bien, debido a un incremento en los metabolitos vasoconstrictores, como el tromboxano

A2

11
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Hipotesis

Durante la obesidad cambios en el metabolismo del dcido araquidénico modifica la
respuesta vascular coronaria favoreciendo la sintesis de prostaglandinas vasoconstricto-
ras que reducen el flujo hacia el tejido cardiaco a través de la circulacion coronaria y/o

a la pérdida de prostaglandinas vasodilatadoras.

13
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Objetivos

5.1. Objetivo General

Demostrar que el aumento en la respuesta vasoconstrictora coronaria en ratones
obesos esta asociada a los cambios en el metabolismo del dcido araquidoénico, favore-

ciendo la sintesis de prostaglandinas vasoconstrictoras.

5.2. Objetivos Especificos

1. Demostrar que la respuesta contractil inducida por acido araquidénico en ratones
obesos se ve aumentada
2. Identificar el metabolito del acido araquidonico responsable de la respuesta coro-
naria
3. Caracterizar el mecanismo responsable del cambio en el metabolismo del acido
araquidonico
= Caracterizar el cambio de las proteinas responsables de la sintesis de TXA2
en el tejido cardiaco de ratones normales y obesos
» Caracterizar la respuesta de los receptores de TXA2 en la circulacién coro-

naria de ratones normales y obesos.
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Materiales y Métodos

Se emplearon ratones macho de la cepa C57/BL6 de una edad inicial aproximada
de 8 semanas, que se obtuvieron del bioterio central del CINVESTAV-IPN, México,
los cuales se dividieron en dos grupos: grupo control (GC) y grupo obeso (GO). El
grupo control fue alimentado con una dieta estdndar (18 % de contenido de grasas
totales), mientras que al grupo obeso se le alimenté con una dieta alta en grasas (58 %

de contenido de grasas totales).

6.1. Caracterizaciéon de la respuesta vascular coro-
naria

Los protocolos empleados en este trabajo fueron aprobados por el comité de ética
del Comité Interno para el Cuidado y el Uso de Animales de Laboratorio del CINVES-
TAV.

1. Para cada experimento, se procedié a pesar el raton empleado y dependiendo del
peso registrado se aplic6 una dosis de anestesia (ketamina, xylasina y solucién
salina, 2:1:1) en una dosis correspondiente a 100 ul por cada 50 g de peso, asi
mismo se aplico una dosis de 0.1 ml de heparina para evitar la formacién de
coagulos durante el procedimiento. Ambas administraciones se hicieron de forma
intraperitoneal.

2. Con la certeza de que el raton se encontraba profundamente anestesiado, se pro-
cedié a la remocién de pelo y piel que recubre la cavidad toracica, en forma de
“T” invertida (Figura 6.1), para dejar visibles las glandulas salivares del ratén,

mismas que se separan para exponer la traquea.
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Figura 6.1: Esquema de corte para la remociéon de piel y pelo marcado con la linea
punteada

3. Con la traquea visible, tal como se muestra en la Figura 6.2, se procedié a pasar
un hilo de nylon por debajo de la misma, y a hacer un pequeno orificio en ella para
poder ventilar al raton de manera artificial mediante una canula de calibre 21G, y
sujetandola por medio del hilo, previamente colocado, conectada a un ventilador
(Ugo Basile 28025) con un flujo de 0.8 ml y una frecuencia de 110 insuflaciones

por minuto.

Figura 6.2: Exposicion de traquea para ventilacion mecanica durante la cirugia

4. Se procedié a hacer una incisién horizontal en el abdomen, dejando expuestos los
6rganos internos del animal y el diafragma.

5. Se realizaron dos pequeiios cortes a los laterales del costillar, rompiendo de es-
ta manera el diafragma, que se corté de manera horizontal permitiendo ver los
pulmones y corazon.

6. Se rompieron las costillas de manera lateral y levantaron sobre el rostro del animal

a manera de tapa y se sujetaron con forceps permitiendo tener completamente

18
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expuestos a los pulmones y al corazon. (Figura 6.3)

Figura 6.3: Ruptura y levantamiento de costillas para exposicién y extraccién de
corazén

7. Se procedi6 a la localizacion visual de la aorta mediante la ayuda de un micros-

10.

copio estereoscopico, y se pasé un hilo por debajo de ella, con el cual se hizo un
nudo suelto. Estando perfectamente identificada la aorta se procede a hacer el
corte de la misma por encima del nudo y ayudandose del hilo colocado se fueron
haciendo los cortes necesarios para que el corazén quedara libre y se removiera

del ratén

. El corazén se limpié en solucién Krebs (118 mM de NaCl, 4.7 mM de KCI, 1.2

mM de MgSO47H50, 2.5 mM de CaCl; « 2H50, 25 mM de NaHCOs3, 11.7 mM de
dextrosa y calcio) y se procedié a hacer la canulacién de la aorta en una cédnula
de calibre 20G a la cual se fij6 por medio de un hilo de nylon haciendo un nudo
lo suficientemente fuerte para sostener el corazén, cuidando en todo momento de
que la canula no perfore la valvula aortica ni obstruya las arterias coronarias.

Se hizo fluir solucién de Krebs al corazon ya canulado, verificando que las arterias
coronarias se limpiaran por completo; de no haber canulado de manera correcta
dichas arterias no se limpian, también se verifica que el nudo no haya quedado
suelto y genere fugas de la solucion.

El corazén canulado se mont6 en el equipo Langendorff (Figura 6.4) y se dejé fluir

solucion de Krebs aireada con una mezcla de carbogeno (95% Oo vy 5% COs) a
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una temperatura constante de 37°C

Figura 6.4: Corazon canulado y colocado en el equipo Langendorff que esta siendo
perfundido con la solucion fisiologica de Krebs.

11. Se esperd que el corazon se estabilizara a las nuevas condiciones durante un tiem-
po aproximado de 20 minutos. Estando estable se procedié a administrar 30 pg
de acido araquidonico para registrar la respuesta causada por este. Este mismo
procedimiento se realizé con ratones control y con ratones obesos.

12. Una vez terminadas las pruebas los corazones se recolectaron y almacenaron a

-80°C.

20
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Bomba peristaltica
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Figura 6.5: Diagrama del funcionamiento del equipo Langendorff. La solucion fisiold-
gica de Krebs, previamente aireada con la mezcla de 95 %05 y 5 %COs, es fluida a una
temperatura de 37°C hacia el corazén, mientras que los datos en los cambios de presion
se registran mediante un equipo de cémputo.
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Figura 6.6: Diagrama de la metodologia empleada para la técnica Langendorff
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Se emplearon diferentes protocolos para esta técnica, y fueron los siguientes:

6.1.1. Caracterizacion del efecto del Acido araquidénico

Una vez montado el corazén en el equipo Langendorff se le dio un periodo de 20
minutos para aclimatarse a las nuevas condiciones, y una vez estable, se le administré
un volumen de 10 ul de Ach a una concentracion de 0.16 M para determinar si el corazén
era viable. De serlo se le dio un segundo periodo de estabilizacién para permitir que el
farmaco Ach fuera limpiado y se procedié a administrar el volumen de 5 ul de AA a

una concentracion de 20 mM y registrar la respuesta mostrada.

Motfrjg:r?di?#ipo> Estimulacion con Ac> Administracion de AA >

—

0 20 40
Tiempo (minutos)

Figura 6.7: Protocolo empleado para la administracion de acido araquidonico a los
corazones montados en el equipo Langendorff

6.1.2. Demostrar qué molécula es la responsable de los cam-
bios en la presiéon de perfusion coronaria

El corazon ya estable colocado en el equipo de Langendorff fue estimulado con un
volumen de 10 ul de Ach a una concentracion de 0.16 M para determinar si el corazén
era viable, si lo era se comenzaba a perfundir el corazén con una solucién de Krebs en
la que se adicionaba el fArmaco indometacina a una concentracion de 3 mM; pasados 40
minutos de iniciada la perfusiéon con esta mezcla se procedié a administrar el volumen

de 5 pul de AA a una concentracion de 20 mM y registrar la respuesta mostrada.
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Montaje en equipo > Estimulacion cc> Perfusién con > Administracion

Langendorff Ach Indometacina de AA
0 20 40 80

Tiempo (minutos)

Figura 6.8: Protocolo para la inhibicién de los metabolitos derivados del acido araqui-
doénico mediante la perfusion de indometacina a los corazones montados en el equipo
Langendorff

6.1.3. Bloqueo de la sintesis de tromboxano A2

El corazén colocado en el equipo de Langendorff y estable fue estimulado con un
volumen de 10 pl de Ach a una concentracién de 0.16 M para determinar si el corazon
era viable, de serlo se comenzaba a perfundir el corazén con una solucién de Krebs a la
que se adicionaba el farmaco 1-Benzylimidazol, el cual bloquea a la enzima tromboxano
sintasa y por lo tanto la formacién de TXA2, a una concentraciéon de 6.4 mM; pasados
40 minutos de iniciada la perfusién con esta mezcla se procedié a administrar el volumen

de 5 pul de AA a una concentracion de 20 mM y registrar la respuesta mostrada.

Montaje en equipo Estimulacion con Perfusion con 1> Administracion
Langendorff Ach Benzylimidazol de AA

——t——+——

0 20 40 80
Tiempo (minutos)

Figura 6.9: Protocolo empleado para la perfusion del farmaco inhibidor de la enzima
tromboxano sintasa.

6.1.4. Comprobar qué receptor se esta activando tras la admi-
nistracion de AA

Para determinar que receptores se estaban activando tras administrar la dosis de

acido araquidénico, se empled un farmaco agonista del receptor (TP) de tromboxano
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A2, U46619, del cual se administraron 0.7 pug, una vez que el corazén montado en el
equipo Langendorff fue probado con Ach y se le dio el tiempo necesario para que este

ultimo se limpiara del corazén y el efecto del U46619 fuera evidente.

Montaje en equipo . . Administracion
Langendorff Estimulacion con Ach de U46619

——

0 20 40
Tiempo (minutos)

Figura 6.10: Protocolo experimental empleado para la administraciéon del farmaco
U46619, agonista especifico del receptor de tromboxano A2

6.2. Tincion de arterias

Para la determinacién de la cantidad de grasa presente en las arterias aorta y
coronarias, se empled el aceite rojo O (ORO, por sus siglas en inglés), y el protocolo
empleado fue el siguiente:

1. Los corazones se extrajeron y limpiaron en solucién de Krebs, para ser colocados
en Tissue Tek rdpidamente y almacenarlos a una temperatura de -80°C, al igual
que se hizo con las arterias aorta.

2. El tejido en Tissue Tek se colocé en las platinas del criostato, y se comenzaron a
hacer cortes del mismo de 12 pm. Los cortes se colocaron en porta objetos. Cada
uno de los cortes se obtenian de profundidades diferentes para que los resultados
fueran representativos.

3. Una vez listos los cortes y fijados en los portaobjetos, estos se tenian con aceite
rojo O, se le colocaban unas gotas del mismo al porta objetos con las muestras
por un tiempo de 5 minutos

4. Terminado el tiempo de reposo con el colorante, se lavaron los portaobjetos por

un periodo de 30 minutos para poder retirar el exceso de colorante
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6.3.

. Las portaobjetos fueron montados con el cubreobjetos, empleando PBS como

medio de montaje.
Se procedi6 a adquirir las imégenes del tejido por medio de un microscopio de luz

Las imagenes adquiridas fueron analizadas por medio del software ImageJ

ELISA

Para la determinacion de prostaglandinas liberadas durante la estimulacion con

acido araquidonico al tejido cardiaco se emplearon kits de la marca abcam, empleando

el kit ab133032 para la medicion de PGI2, mientras que para la determinaciéon de TXB2
se utilizo el kit ab133022.

1.

26

En el momento en el que se administré la dosis de los 0.1ug de acido araquidénico
al corazén analizado, se hizo la recoleccion de los perfusados resultantes hasta que

la contraccion finalizara.

. Terminada la recoleccién del perfusado se procedi6é a guardarlo de manera inme-

diata a -80°C.

. Los perfusados almacenados se sacaron de congelaciéon hasta el momento en el

que se fuera a llevar a cabo la medicién de las prostaglandinas.

. Para la realizacién de los ELISAs se siguio el protocolo indicado por cada kit.

. Primeramente, se tuvo que hacer una curva estandar para la mediciéon de TXB2

y PGI2, se necesité hacer una curva estandar para cada metabolito.

Como medida de precauciéon y para no errar, se tomd una de las muestras y
se hicieron diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000 para tener una idea de cual de las
diluciones es la correcta y caia en el mejor rango de las curvas estandar para la
determinacion de las prostaglandinas.

Dependiendo de la lectura de las diluciones anteriores se procedié a hacer las
diluciones de cada muestra, en este caso fue de 1:50 de todas las muestras y se

prosiguié con el resto de las instrucciones del kit

. Pasado el tiempo de incubaciéon mencionado por el kit se hicieron las lecturas
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para la determinacién de la cantidad de metabolitos presentes en las muestras

mediante la curva estandar previamente realizada.

9. Dependiendo del valor que la curva estandar mostrd, este se multiplicé por el
factor de dilucion, 50, para conocer la concentracién real del metabolito en la

muestra analizada.

6.4. Western Blot

Para la determinar si existian cambios en las proteinas involucradas en el metabo-
lismo del acido araquidénico se empleo la técnica Western Blot, la cual se divide en seis

pasos, y se explican brevemente a continuacion:

6.4.1. Homogenizacion y lisis del corazén

1. El corazén almacenado a -80°C se saco y colocod en un recipiente con hielo.

2. Se preparé la solucion de lisis de acuerdo al peso del corazén; por cada 200 mg de
peso de corazoén se tienen que colocar 800 ul de soluciéon de lisis, que se prepard

mezclando 920 pl de buffer de lisis con 80 ul de Complete.

3. Se coloco el volumen necesario de solucion de lisis en un homogenizador y se
procedié a iniciar la homogenizacion hasta que el corazén estuviera completamente

macerado y no hubieran restos de tejido visible. (Figura 6.11)

4. Se coloco el homogenado en tubos para centrifugar a 4°C durante 20 minutos a

12 rpm.

5. Terminada la centrifugacién se procedié a recuperar el sobrenadante y colocarlo
en tubos nuevos. Lo recuperado se empleé como muestra de proteinas, de ser

necesario este sobrenadante se alicuotaba.

6. Las alicuotas se mantuvieron a -20°C hasta el momento de su uso.
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Figura 6.11: Colocacién de corazén en buffer de lisis (izquierda) para su posterior
homogenizacién (derecha)

6.4.2. Cuantificaciéon de proteinas

28

. Se prepar6 una curva estandar para la medicién de proteinas conforme al proce-

dimiento marcado por el kit Pierce BCA protein assay, y una vez lista la curva

estandar se procedi6 a analizar nuestras muestras problema.

. Se prepararon diluciones de las muestras problema, 1:10, 1:100, 1:1000. Para hacer

las diluciones se empled agua destilada.

. Se procedié a preparar el reactivo del kit BCA “working reagent” conforme a las

instrucciones, colocando 50 partes del reactivo A y una parte del reactivo B

. En una placa de 96 pozos se colocaron 25 ul de cada una de las muestras por

duplicado, asi como 25 ul de agua destilada que nos sirvieron como blanco.

. Terminando de colocar todas las muestras se procedi6 a colocar 200 ul de working

reagent en cada pozo y se mezclo el contenido de cada pozo mediante la realizacién

de tres pipeteos.

. Se sello la placa e incub6 a 37°C por 30 min

. Transcurrido el tiempo de incubaciéon se procedié a realizar la lectura a 570 nm

y se determiné la cantidad de proteina presente en cada muestra mediante la

multiplicaciéon por el factor de dilucién empleado.
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6.4.3. Electroforésis

10.

. Una vez conocida la concentraciéon de proteina en cada una de las muestras se

tomd la decisién de cuanto volumen cargar en cada gel, de preferencia se deben
de tener 100 pg/ 10 pl, en base a esto se decidié cuantos ul se tomaban del
homogenado para su preparacion. Por cada 10 ul de muestra se colocaron 5 ul de

buffer de carga 2X.

. El volumen total se puso a calentar en una plancha para tubos a una temperatura

de 95°C durante 5 minutos, pasando este tiempo se colocaron nuevamente las

muestras en hielo.

. Mientras tanto, se procedi6 a colocar en el soporte los vidrios armados, para

comenzar a hacer los geles para la electroforesis, y se verificd que no existieran
fugas colocando un poco de agua entre ellos.

Se virtieron aproximadamente 4.5 ml de la mezcla de gel separador al 10 %, para
después colocar un poco de alcohol isopropilico y asi eliminar las burbujas que

pudiesen haber quedado. Se esperd a que el gel secara por alrededor de 20 minutos.

. Una vez seguros que el gel separador estaba seco, se virti6 el gel concentrador

y colocd el peine para generar los pozos donde se colocaron las muestras, se
esperaron aproximadamente 20 minutos para que secara.

Se retird el peine y limpidé con agua, y después se quité el exceso de agua de los
DPOZOs.

Se armo la caja donde se corrieron los geles y vertio la cantidad necesaria de buffer

de corrida 1X, al nivel de las marcas indicadas en las cajas.

. Los pozos fueron cargados con el marcador de peso molecular adecuado y con los

volimenes de la muestra problema ya mezclada con el buffer de carga.

Se colocd la tapa con los electrodos y corrid la parte del gel concentrador a 80V,

mientras que el gel separador se corri6 a 120V.

Terminada la corrida de los geles, se sacaron de los vidrios y cortaron de la parte

correspondiente al gel concentrador.
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11. Uno de los geles se colocd en colorante azul de Coomasie inmediatamente, mientras

que el otro servira para hacer la transferencia.

Figura 6.12: Electroforésis en marcha, se puede observar la separacion, de acuerdo
a su peso molecular, de las proteinas correspondientes al marcador de peso molecular
empleado

6.4.4. Transferencia

30

. Se colocd el gel en buffer de transferencia para equilibrarlo

. Mientras que se corté una membrana de PVDF del tamano del gel, tratando de

hacerlo lo mas exacto al tamafio del gel para que la transferencia sea mejor.

. Se cortaron también dos papel filtro extra grueso y asi mismo se colocaron en

buffer de transferencia para equilibrarse de igual manera

. Se verti6 un poco de buffer de transferencia frio en el equipo transblot y colocé

uno de los papeles filtro cuidando de quitar las burbujas que se generaron con la

ayuda de un rodillo

. Se colocd sobre el papel filtro la membrana de PVDF y se quitaron las burbujas

generadas, para proceder a la colocacion del gel, cuidando de igual manera que
no existan burbujas, para por ultimo, colocar el segundo papel filtro y cerrar el

equipo de transblot.

. Se corri6 a 15V por un tiempo de 1 hora con 30 minutos para que la transferencia

de proteinas del gel a la membrana se hiciera por completo
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7. Una vez terminado el tiempo, se sacé la membrana y se colocé en rojo de Ponceau
durante 20 minutos para poder visualizar las proteinas transferidas a la membra-
na; asi mismo se coloco el gel posterior a la transferencia en azul de coomasie para
verificar que la transferencia se haya dado por completo

8. Transcurrido el tiempo para la tinciéon de la membrana, se colocé en TBS-T para

retirar el exceso de colorante y proseguir.

Figura 6.13: (A) Gel resultante de la electroforesis tefiido con azul de Coomasie,
se observan las bandas azules correspondientes a la proteina de la muestra. B) Gel
teniido con azul de Coomasie posterior a la transferencia de proteinas a la membrana.
C) Membrana de PVDF con las proteinas transferidas y tenida con colorante rojo de
Ponceau que permite visualizar las proteinas mediante la tonalidad roja

6.4.5. Incubacién con anticuerpos

1. Se coloco la membrana en leche blot al 5 % y dejé toda la noche en agitaciéon para
que se realizara el bloqueo.

2. Al siguiente dia se sac6é la membrana y enjuagdé con TBS-T tres veces, durante
30 minutos; y se procedié a colocar en leche blot 1% con el anticuerpo primario
correspondiente, dejandolo toda la noche a 4°C con agitacion.

3. Transcurrido el tiempo de incubacion con anticuerpo primario se realizaron tres
enjuagues con TBS-T durante 10 minutos cada uno, en agitacion, para poste-
riormente sumergir la membrana en leche blot 1% con el anticuerpo secundario

durante dos horas a temperatura ambiente y en agitacion.
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4. Se procedid a revelar colocando la mezcla del kit ECL de ThermoFisher sobre la

membrana durante 5 minutos.

6.4.6. Fotodocumentacion

1. El equipo MicroChemi se debe de encender y abrir el programa GelCapture y
esperar hasta que marque que la caAmara esta lista para usarse

2. Se coloco la membrana en un separador de hojas, con la mezcla del kit de ECL
y habiendo transcurrido el tiempo indicado, y quitarle las burbujas, de existir
alguna.

3. Se seleccioné el tiempo de exposicion y tipo de resoluciéon para la adquisicién de
la imagen y se inici6 la captura.

4. Obtenida la imagen se hicieron las modificaciones necesarias para obtener una
mayor nitidez de la membrana y se procedié a guardar cada una de las imagenes.

5. Los resultados obtenidos se leyeron mediante la técnica de densitometria en el

programa ImageJ.

Figura 6.14: Imagen de la membrana de PVDF revelada mediante quimioluminis-
cencia, en donde las bandas negras indican las proteinas con las que reaccionaron los
anticuerpos

Este protocolo fue el mismo que se empled para la determinacién de las enzimas
COX 2 y tromboxano sintasa, empleando el anticuerpo primario y secundario requerido

para cada una de ellas
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Resultados

Antes de realizar cualquier experimento se pesaba a los ratones para conocer el
peso promedio de cada grupo, en la Figura 7.1 se pueden apreciar los datos obtenidos,
en donde es observable que el grupo alimentado con la dieta alta en grasa presentaban
un mayor peso, de aproximadamente 45 gramos; mientras que el grupo control tuvo un

peso promedio de solo 17 gramos.

60 =

1 I Control
50 - I Obesos %k

40 4

30 4

Peso (gramos)

20 o

10 4

Figura 7.1: Peso promedio de los ratones C57BL6 empleados en el experimento, el
grupo control mostrado en rojo y el grupo obeso en azul.

Debido a la evidente diferencia en pesos entre ambos grupos, se quiso determinar
si el periodo de 8 semanas de cambio en la alimentacion por una dieta alta en grasa
tenia algun efecto en las arterias aorta y coronarias, por lo que se empled la técnica de
tincion con aceite rojo O, de lo que se obtuvieron imagenes mostradas en la Figura 7.2,

en donde podemos ver en (A) un corte de la arteria aorta perteneciente a uno de los
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animales del grupo control, es observable la poca cantidad de coloraciéon roja, la cual
se da debido a la interaccién del aceite rojo O con las moléculas grasas; mientras que
en (B) se presenta un corte perteneciente al grupo obeso, y en esta imagen salta a la
vista la coloracion roja, correspondiente a la cantidad de grasa presente en el tejido
aortico. El analisis estadistico de las imagenes analizadas es mostrado en la Figura 7.3,
en donde se puede ver que la cantidad de grasa presente en el tejido, medida mediante
la intensidad de coloracion roja, es mucho mayor en el grupo obeso en comparacion al

grupo control, siendo esta diferencia significativa a un nivel de 0.05.

Figura 7.2: Cortes correspondientes a arterias aorta de los grupos control (A) y obeso
(B), en donde una mayor coloracién roja indica mayor presencia de grasas
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Figura 7.3: Contenido de grasa en las arterias aorta de los grupos control y obesos,
medida en relacion a la intensidad de color rojo mostrada en unidades arbitrarias (U.A.)

De la misma manera, se verifico si existian acumulaciones de grasa en las arterias
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coronarias, encontrando de igual manera que en las arterias aorta, que el grupo alimen-
tado con la dieta alta en grasa (Figura 7.4 derecha) mostraba una mayor cantidad de
grasa en el tejido en comparacién al grupo control (Figura 7.4 izquierda), de acuerdo
a la intensidad de coloracion roja que cada grupo mostrd, que en promedio se muestra

en la Figura 7.5.

Figura 7.4: Cortes correspondientes a arterias coronarias de los grupos control (A) y
obeso (B), en donde una mayor coloracién roja indica mayor presencia de grasas, el cual
se observa tanto en el tejido cardiaco como en el tejido arterial. En los recuadros de
ambas figuras se observa un zoom a las paredes arteriales mostrando mayor contenido
de grasas en el grupo obeso.
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Figura 7.5: Contenido de grasa representado por la intensidad de color rojo mostrada
en unidades arbitrarias (U.A.) en las arterias coronarias de ambos grupos analizados
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7.1. Demostrar que la respuesta contractil inducida
por acido araquidénico en ratones obesos se ve
aumentada

Para demostrar si existia una diferencia en el metabolismo del adcido araquidénico
durante periodos de obesidad, lo primero que se hizo fue registrar los cambio en la
presiéon de perfusion coronaria (PPC) en los corazones de ambos grupos tras ser ad-
ministrada una dosis de acido araquidénico. En la Figura 7.6 podemos observar que,
tras la administracion de la dosis de acido araquidénico, en el grupo control, existe un
ligero incremento de aproximadamente 30 mmHg en la PPC, para ir disminuyendo en

la ventana de tiempo mostrada.
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Figura 7.6: Trazo representativo del incremento en la PPC en corazones del grupo
control tras la administracién de una dosis de AA.
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Sin embargo, cuando se administré la misma dosis de acido araquidonico a co-
razones provenientes de ratones que fueron sometidos a una dieta alta en grasas, las
respuestas se vieron modificadas, como se muestra en la Figura 7.7, en donde es ob-
servable que el incremento en la presién de perfusion coronaria fue mucho mayor en
comparacion al grupo control, asi mismo, la contraccion mostrada fue sostenida du-
rante la misma ventana de tiempo, no presentando la misma relajacion que el grupo

control.
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Figura 7.7: Trazo representativo del incremento en la presién de perfusién coronaria
en corazones provenientes de animales del grupo obeso tras la administraciéon de la dosis

de AA

De cada uno de los grupos se realizaron cinco repeticiones, encontrando, como es
mostrado en la Figura 7.8, que la respuesta al acido araquidénico se vio incrementada
en aproximadamente tres veces mas en el grupo obeso en comparacion al grupo control.

Tras el analisis estadistico, se encontré que esta diferencia era significativa.
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Figura 7.8: Incremento en la presion de perfusion coronaria. Se observa que el gru-
po obeso presenta un mayor incremento en la PPC tras la administracion de la dosis
de acido araquiddnico, en comparacion al grupo control en el mismo periodo de tiem-
po.p<0.05

Una vez que se observo que la respuesta a la misma dosis de dcido araquidénico era
diferente en ambos grupos y que se veia incrementada en el grupo obeso, fue necesario
determinar cual molécula era la responsable directa del incremento en la presion de
perfusiéon coronaria, si el acido araquidonico por si mismo o alguno de los metabolitos
resultantes por accién de la enzima COX, por lo que se empled el farmaco indometa-
cina que se encarga de bloquear la accién de esta enzima y por lo tanto la formaciéon
de prostanoides. De esto pudimos observar que en ambos grupos, control y obeso, la
respuesta al dcido araquidénico se ve bloqueada al no existir incremento en la presion

de perfusion coronaria. (Figura 7.9)
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Figura 7.9: Tras la administracién de la dosis de AA al grupo control (rojo) se registro
un incremento en la presiéon de perfusion coronaria, la cual se vio bloqueado mediante
la perfusion del farmaco indometacina (verde). Mientras que para el grupo obeso (azul)
que también registraba un incremento en la presion de perfusion, cuando se le perfundié
con indometacina de igual manera la respuesta se vio inhibida (pirpura).

39



7. Resultados

7.2. Identificar el metabolito del Acido araquidénico
responsable de la respuesta coronaria

El andlisis de los perfusados mostré que entre ambos grupos, control y obeso, no
existen diferencias significativas en cuanto a las cantidades liberadas de PGI2, ni previo

a la administracién del dcido araquidénico o posteriormente a esta. (Figura 7.10)
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Figura 7.10: Medicién de PGI2 en perfusados previos (Basal) y posteriores a la esti-
mulacién con dcido araquidénico (AA). En estado basal la cantidad de PGI2 era mayor
en el grupo control en comparacién al grupo obeso, sin existir diferencia significativa
(p<0.05). Tras la administracién de acido araquidénico la diferencia entre ambos grupos
siguié siendo no significativa.

Por otro lado, las cantidades liberadas de TXB2 si mostraron diferencia entre ambos
grupos, asi como entre condiciones basales y posteriormente a la administracion de acido
araquidonico, siendo el grupo obeso el que liberé una mayor cantidad de este metabolito
y el que mostré un incremento evidente tras la dosis de acido araquidénico, tal como

se muestra en la Figura 7.11.
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Figura 7.11: La liberaciéon de TXB2 en condiciones basales fue muy similar en ambos
grupos. Sin embargo tras la administraciéon de AA el grupo obeso (azul) presenté un
incremento notable en las cantidades producidas de TXB2 en comparacion al grupo
control (rojo). *p<0.05

7.3. Caracterizar el mecanismo responsable del cam-
bio en el metabolismo del acido araquidoénico

Las figuras 7.11 y 7.10, sugieren que el metabolito que se estd sintetizando ma-
yormente durante la obesidad es el tromboxano A2, por lo cual nos enfocamos en él.
Para la caracterizacion del mecanismo responsable del cambio en el metabolismo de AA
durante periodos de obesidad se determind primeramente si existia algiin cambio en las
proteinas presentes en la via de sefializacion; para observar si las proteinas disminuian,
incrementaban o permanecian en igual cantidad, se emple6 la técnica de Western Blot.

La isoforma de la enzima COX2 muestra un incremento en la densidad relativa
promedio en el grupo obeso en comparacién con el grupo control de aproximadamente
4 veces mas (Figura 7.12 B), lo que significa que la enzima se esté viendo mayormente
expresada en los ratones obesos que en los ratones alimentados con la dieta estandar
(Figura 7.12 A).

En cuanto a la medicién de Tromboxano sintasa (TXS) se encontré que, de igual
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Figura 7.12: Medicion de la enzima COX2 por medio de Western Blot. Se observa una
mayor expresion de la enzima en el grupo obeso en relacién al grupo control (A), esto
a partir del andlisis de imégenes de las bandas obtenidas por Western Blot (B). p<0.05

manera que COX2, durante periodos de obesidad se ve mayormente expresada en el
tejido cardiaco proveniente de animales alimentados con una dieta alta en grasas, tal
como se muestra en la Figura 7.13 A, en donde podemos ver que el grupo control
unicamente presenta una densidad relativa promedio de 0.5, mientras que el grupo
obeso tiene poco mas del doble de esto. Asi mismo en la Figura 7.13 B, podemos
apreciar a simple vista que la densidad de la banda correspondiente a la enzima TXS
en el grupo obeso es mayor. Para la realizacion de estos experimentos se emple6 como

control de carga a la proteina vinculina, como se muestra en las figuras 7.12 B y 7.13

B.
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Figura 7.13: Medicion de TXS mediante Western Blot. Tras la mediciéon de la enzima
tromboxano sintasa por medio de Western Blot se encontré que esta se ve mayormen-
te expresada en periodos de obesidad (azul) en comparacién al grupo control (rojo).
La Figura 7.13 B muestra una imagen representativa de los blots empleados para la
obtencion de estos datos. p<0.05

7.3.1. Bloqueo en la sintesis de tromboxano A2

Para tener la certeza de que el incremento en la presiéon de perfusiéon coronaria,
mostrado tras la administracion de acido araquidénico (Figuras 7.6 y 7.7) , es debida a
la accion del metabolito tromboxano A2 se emple6 el farmaco 1-Benzylimidazol, el cual
se encarga de bloquear a la enzima tromboxano sintasa, encargada de la formacion del
metabolito tromboxano. Tras realizar la perfusion con 1-Benzylimidazol, se encontré
que en ambos grupos la respuesta a la administraciéon de acido araquidénico se ve
bloqueada, aunque se muestra un mayor bloqueo de la respuesta en el grupo control

que en grupo obeso, tal como se muestra en la figuras 7.14 y 7.15
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Figura 7.14: Perfusién de 1-Benzylimidazol. Se muestra el bloqueo de la respuesta a
la adminsitracion de AA, inhibiendo la enzima tromboxano sintasa y la formacién del
metabolito tromboxano
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Figura 7.15: Mediante el empleo del farmaco 1-Benzylimidazol (gris) se bloqueé la
formacion de tromboxano, impidiendo asi una contracciéon en los corazones de ambos
grupos, en comparacién a una perfusiéon normal (Lila) en donde la contraccién era
mayor en el grupo obeso.
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7.3.2. Cambio en el niimero de receptores

Habiendo notado que existen cambios en la cantidad relativa de las enzimas que
intervienen en la conversion de acido araquidonico a tromboxano A2, se realizaron ex-
perimentos para saber qué receptores podrian presentar cambios y ser los que estaban
provocando la respuesta contractil al AA, para lo cual se empled el farmaco U46619,
que es un agonista especifico de los receptores de tromboxano A2, quedando con esto
descartada la participacion del receptor de PGH2 que también interacciona con el me-
tabolito tromboxano A2. De estos experimentos se encontré que el grupo alimentado
con la dieta alta en grasas es el que mostraba un mayor incremento en la presion de
perfusiéon coronaria tras ser administrada la dosis de 0.7 pug de U46619 en comparacion

al grupo control, tal como se muestra en la Figura 7.17 y en la Figura 7.16
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Figura 7.16: Trazos representativos del efecto producido tras la administracion de
U46619 (flecha) a corazones control (rojo) y obesos (azul), siendo este ultimo grupo el
que mostré un mayor incremento en la presion de perfusiéon coronaria.
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Figura 7.17: El empleo del farmaco agonista selectivo del receptor de tromboxano A2,
U46619, mostrd que el grupo obeso ve incrementada en aproximadamente tres veces mas
la respuesta al AA en comparacién al grupo control, siendo esta diferencia significativa
a un nivel de 0.05 de confianza.
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Discusion

Existen numerosos trabajos acerca de obesidad y las enfermedades que de ella
derivan, sin embargo, previamente no habia sido reportado que existiera alguna modi-
ficacion en el tejido arterial a causa de esto. En el presente trabajo demostramos que,
empleando como modelo a ratones C57/BL6, solo bastan 8 semanas con una dieta alta
en grasas para provocar cambios en la estructura del tejido aértico y coronario, asi co-
mo la existencia de acumulacion de grasa en todo el tejido cardiaco en comparacion al
tejido de los animales que se mantuvieron alimentados con una dieta estandar, si bien
previamente habia sido mostrado por Virchow %59 que existian cambios en la capa
intima de las arterias durante el desarrollo de patologias como la ateroesclerosis, en
nuestro trabajo demostramos que todas las capas de las arterias analizadas presentan
cambios significativos.

Debido a estos cambios en la estructura de las arterias el metabolismo del acido araqui-
dénico estaria viéndose modificado, ya que en animales obesos se registré un incremento
importante en la respuesta al acido araquidénico siendo mayor la presion de perfusion
coronaria registrada en corazones provenientes de animales obesos en comparacion al
grupo control, y esto podria deberse a la acumulacion de triglicéridos mostrada me-
diante la tincién con aceite rojo O, que previamente se ha relacionado el incremento de
triglicéridos y 4cidos grasos libres con el incremento en la presién sanguinea [0,

Mediante la perfusiéon realizada con indometacina y los resultados arrojados por estos
experimentos, podemos decir que no es el acido araquidénico por si mismo el respon-
sable directo del incrmento en la presion de perfusién coronaria en ninguno de los dos

grupos, sino que el metabolito responsable de esto es el tromboxano A2, lo cual se
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corrobor6é mediante los andlisis de ELISA realizados a los perfusados obtenidos. Cabe
hacer mencién que por parte de Escoubet y colaboradores 611, quienes emplearon ratas
Zucker para sus experimentos, determinaron mediante cromatografia que el prostanoi-
de que mayormente se sintetizaba tanto en grupos control como obeso era siempre la
prostaciclina (PGI2); sin embargo, el trabajo realizado por Hodnett y colaboradores 6%
llevado a cabo mediante el estimulo de AA en arterias femorales muestra que las arte-
rias provenientes de animales obesos tienen una disminucién de PGI2 en comparaciéon
al grupo control y el nivel de TXA2 permanecia igual en ambos grupos; mientras que
tras nuestro trabajo podemos decir que el metabolito TXA2 se esta viendo incremen-
tado en la circulacion coronaria, , por lo que nuestros resultados estarian apuntando a
que el responsable directo del incremento en la presién de perfusion coronaria es este
metabolito y no la disminucién en las cantidades de PGI2, y esto se corrobor6 tras la
perfusion realizada con el inhibidor 1-Benzydilimidazol que se emple6 para bloquear la
sintesis del mismo, se encontré también que las cantidades de PGI2 (sin ser significati-
vas) se incrementan ligeramente en el grupo obeso para, lo que supondria, contrarrestar
el incremento de TXA2 y tratar de regular la presién arterial.

Asi mismo, nuestros resultados en cuanto a la modificacion de las proteinas que intervie-
nen en la produccién de TXA2, estarian indicando que al igual que en otras patologias
como cancer'®~97 las enzimas TXS y COX-2 se estan viendo incrementadas durante
periodos de obesidad; contrario a lo que muestra Escoubet y colaboradores 61, quienes
mencionan que durante periodos de obesidad el metabolismo del acido araquidonico
por medio de la enzima COX no se ve afectado, tras nuestros resultados podemos decir
que la enzima COX-2 se esta viendo incrementada favoreciendo con ello la generacién
de PGH2 y su subsecuente transformacion a TXA2 por medio del incremento que re-
portamos de la enzima TXS.

En estudios recientes por Hester y colaboradores!®®!, se sugiere que la dilatacién ar-
terioral esta deteriorada en ratas Zucker obesas como resultado de alteraciones en el
metabolismo del acido araquidonico, lo que resulta en la activacién de los receptores

de tromboxano, lo que se ve enfatizado por los resultados que nosotros mostramos al
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emplear el farmaco U46619, con el cual demostramos que durante periodos de obesidad
la sensibilidad al metabolito tromboxano se ve incrementada, favoreciendo con esto la
vasoconstriccion de las arterias coronarias, incrementando a su vez la presion de perfu-

sién coronaria.

En resumen, nuestros resultados sugieren que durante periodos de obesidad existe
un incremento en la actividad de la via de senalizacion del tromboxano, generando una
mayor cantidad de este y volviéndose las células mayormente sensibles a la presencia de
este metabolito al existir una mayor cantidad de receptores (o bien al incrementarse su
receptividad al metabolito); sin embargo, estos resultados hacen que surja una impor-
tante interrogante, y es sobre la naturaleza del tromboxano generado; si bien en ambos
grupos existe liberacién de tromboxano, este trabajo fue realizado con un sistema de
organo aislado, el cual se encuentra libre de plaquetas, que es el sitio conocido de sintesis

31-33] por lo que a partir de nuestros datos tendriamos que suponer

de este metabolito
que existe una fuente alterna para la sintesis de tromboxano A2, pudiendo ser el tejido
cardiaco en su totalidad o bien el tejido endotelial, que tras anos de investigacion sigue

arrojando datos sobre su funcionamiento.
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9

Conclusion

Durante periodos de obesidad, el incremento en la generacion del metabolito trom-
boxano, es debido a una mayor expresion de las enzimas COX y tromboxano sintasa, y
a la par, el tejido cardiaco podria estar acrecentando su sensibilidad a este metabolito,

provocando con todos estos factores un incremento en la presion de perfusion coronaria.
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10

Perspectivas

Los resultados obtenidos ediante este trabajo de investigacién, abren una serie de
nuevas preguntas que resultaria bastante interesante investigar; una de ellas, es respecto
a la mayor expresion que las enzimas generadoras del metabolito tromboxano estdn
teniendo durante periodos de obesidad, porque se ignora hasta el momento qué puede
estar generando estos cambios en las enzimas, ciial es el mecanismo que permite esta
sobre expresion durante la obesidad. Asi mismo, otra de las preguntas surgidas tras este
trabajo, tiene que ver con la generacion del metabolito tromboxano en el érgano aislado,
ya que por la metodologia que empleamos, la carencia de plaquetas en nuestro arreglo
experimental nos llevaria a pensar que no se generaria dicho metabolito, sin embargo,
nuestros resultados muestran una cantidad considerable del mismo, por lo que seria
sumamente interesante poder investigar la fuente de produccién de este metabolito en

el tejido cardiaco del sistema de 6rgano aislado.
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Apéndice 1

A.1. Soluciones Empleadas

A.1.1. Krebs-Heinselt (10X)

’ Reactivo ‘ Cantidad ‘
Cloruro de Sodio (NaCl) 69.2 gr
Cloruro de Potasio (KCI) 3.54 gr
Fosfato de Potasio monobésico (KHyPOy) 1.63 gr
Sulfato de Magnesio (MgSO,) 1.34 gr
Sulfato de Magnesio hepta hidratado (MgSO47H50) x | 2.94 gr
Cloruro de Calcio (CaCl) 2.80 gr
Cloruro de Calcio dihidratado (CaCl2H,0)x 3.66 gr
Dextrosa (CgH120g6) ® 2.00 gr
Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) ® 2.10 gr

Mezclar uno a uno los reactivos en aproximadamente 500 ml de agua ultrapura.
Mezclar en agua por separado el CaCl, hasta disolverse por completo, verter poco a
poco en la disolucién anterior. Aforar a un litro, y proceder a filtrar la soluciéon para
llevarla a esterilizar. En caso de ser necesarios sustituir los reactivos marcados con %
en caso de no contar con los reactivos no hidratados. Los reactivos marcados con ® se

emplearan sélo cuando se prepare solucion 1X y se vaya a emplear inmediatamente.
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A.1.2.

A.1.3.

A.1.4.

Buffer pH 6.8

’ Reactivo \ Cantidad ‘
Trizma Base 6.05 gr
Agua ultra pura 40.0 ml
Disolver el trizma y ajustar el pH con acido clorhidrico | gotas
SDS 0.40 gr

Aforar el volumen hasta 100 ml
Buffer pH 7.4 (10X)

’ Reactivo ‘ Cantidad ‘
Trizma Base 6.05 gr
Agua ultra pura 40.0 ml
Disolver el trizma y ajustar el pH con acido clorhidrico | gotas
SDS 0.40 gr

Aforar el volumen hasta 100 ml
Buffer pH 8.8

’ Reactivo \ Cantidad ‘
Trizma Base 91 gr
Agua ultra pura 300 ml
Disolver el trizma y ajustar el pH con acido clorhidrico | gotas
SDS 2 gr

Aforar el volumen hasta 500 ml

IT
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A.1.5. Buffer de Lisis
’ Reactivo \ Cantidad ‘
Buffer pH 7.4 (1X) 100 ml
Cloruro de Sodio (NaCl) | 0.80 gr
EDTA 0.058 g
IGEPAL 1.0 ml
Glicerol 5.0 ml
EGTA 0.0038 g
Acido dioxicélico 0.10 g
A.1.6. Buffer de Carga
’ Reactivo \ Cantidad ‘
Glicerol 2.0 ml
SDS 4 ml
Buffer 6.8 2.5 ml
2-mercapto etanol 1.0 ml
Azul de Bromofenol | 5.0 ml
Pironina 0.0038 g
A.1.7. Gel Separador 10 %
’ Reactivo \ Cantidad ‘
Buffer pH 8.8 2.5 ml
Acrilamida-Bis acrilamida | 3.3 ml
Agua bidestilada 4.2 ml
Persulfato de Amonio 10% | 100 pl
TEMED 5 ul




A. Apéndice 1

A.1.8. Gel Concentrador

’ Reactivo \ Cantidad ‘
Buffer pH 6.8 0.75 ml
Acrilamida-Bis acrilamida | 0.5 ml
Agua bidestilada 1.75 ml
Persulfato de Amonio 10 % | 40 pul
TEMED 2 pl

A.1.9. Buffer de Corrida (10X)

’ Reactivo \ Cantidad ‘
Trizma Base 30.3 gr
Agua ultra pura | 1000 ml
SDS 10 gr
Glicina 144 ¢

Hacer buffer 1X en el momento en el que se vaya a emplear

A.1.10. Buffer de Transferencia

’ Reactivo ‘ Cantidad ‘
Trizma Base 1.5 gr
Agua ultra pura | 600 ml
Metanol 50 ml
Glicina 78 ¢g

IV
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A.1.11. Buffer TBS (10X)

’ Reactivo \ Cantidad ‘
Trizma Base 30 gr
Agua ultra pura 1000 ml

Cloruro de Sodio (NaCl) | 87.5 gr
Cloruro de Potasio (KCl1) | 0.2 g

A.1.12. Buffer TBS-T

’ Reactivo \ Cantidad ‘
Buffer TBS (1X) | 1000 ml
Tween 20 1 ml

A.1.13. Stripping Buffer

’ Reactivo ‘ Cantidad ‘
SDS(10 %) 40 ml
Trizma 1.5M 8.32 ml
2-mercapto etanol | 1.6 ml
Agua 750.4 ml
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A.1.14. Leche Blot

’ Reactivo \ Cantidad ‘

Leche en polvo Svelty
TBS-T

Pesar la cantidad necesaria de leche Svelty y diluir en el TBST en las cantidades

necesarias para preparar la leche al porcentaje requerido

A.1.15. Solucion Destenidora

’ Reactivo \ Cantidad ‘
Agua 500 ml
Acido acético | 100 ml
Metanol 400 ml

A.1.16. Azul de Coomasie

’ Reactivo \ Cantidad ‘
Metanol 125 ml
Acido acético 25 ml

Agua bidestilada | 100 ml
Azul Coomasie 05¢g

VI
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A.1.17. Rojo de Ponceau

’ Reactivo \ Cantidad ‘
Rojo de Ponceau | 0.1 g
Acido acético 5 ml

Agua bidestilada | 100 ml

VII
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A.2. Farmacos empleados

A.2.1. Acido Araquidénico 20 mM

’ Reactivo ‘ Cantidad ‘

Acido araquidénico (sal de sodio) 25.0 mg
Alcohol Etilico (grado biologia molecular) | 3.90 ml

A.2.2. Acetilcolina (0.16M)

’ Reactivo ‘ Cantidad ‘

Acetilcolina 0.29 gr
Solucion Krebs | 1.00 ml

A.2.3. 1-Benzylimidazol

] Reactivo \ Cantidad ‘

1-Benzylimidazol | 0.25 gr
Solucion Krebs 250 ml
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