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RESUMEN

La génesis y progresion de la diabetes mellitus como sindrome heterogéneo se
caracteriza por defectos en la produccion de insulina por el pancreas, en la sensibilidad de
las células a esta hormona y modificaciones funcionales en la via de sefializacién de la
insulina, responsables del incremento en los niveles de glucosa en sangre y alteraciones
funcionales en la vasculatura. Dentro de los factores involucrados en el establecimiento de
la diabetes se conoce que la sobreactivacion del sistema nervioso simpéatico desempefia una
participacion importante, la adrenalina es un potente vasoconstrictor y estimulante cardiaco,
mientras que el alcohol es considerado un simpatomimético. En el presente trabajo se
analizé el efecto del alcohol sobre la respuesta contractil o1 adrenérgica en la aorta torécica
en ratas normoglucémicas y diabéticas de 350 g con y sin la administracion de alcohol (3 ¢
kgt dia? durante 21 dias p.o.) y se identifico el receptor adrenérgico ou que media la
respuesta contractil empleando BMY 7378 (un antagonista selectivo aip). Los resultados
mostraron que la aorta expresa funcionalmente el receptor adrenérgico aip. Ademas, los
niveles de la proteina aip fueron mas altos en la aorta de ratas con diabetes experimental
comparados con la aorta de ratas normoglucémicas, de modo interesante el aumento de la
presion arterial y la expresion del receptor adrenérgico oup no se correlaciono con un
aumento en la respuesta contractil maxima a fenilefrina. La administracion de alcohol en
ratas con diabetes experimental disminuye la expresion del receptor adrenérgico oup,
mientras que la respuesta contractil maxima a fenilefrina no fue diferente estadisticamente
en comparacion con las ratas diabéticas no administradas. Estos resultados sugieren que la
interaccion entre el receptor adrenérgico aip y el alcohol modula la funcion vascular y

contribuye al desarrollo de las complicaciones vasculares de la diabetes.

Palabras clave: diabetes, receptor adrenérgico, vasculatura, hipertension



ABSTRACT

Diabetes mellitus origin and progression as a heterogeneous syndrome are
characterized by defects in insulin production by the pancreas, in the sensitivity of cells to
this hormone, and functional modifications in the insulin signaling pathway, responsible for
the increase in blood glucose levels and functional alterations in the vasculature. Among
the factors involved in the onset of diabetes, it is known that the overactivation of the
sympathetic nervous system plays a significant role, adrenaline acts as a potent
vasoconstrictor and cardiac stimulant, while alcohol is considered a sympathomimetic
agent. In the present work, we analyzed the effect of alcohol on a1 adrenergic contractile
response in the thoracic aorta of both normoglycemic and diabetic 350 g rats with and
without alcohol administration (3 g kg™ per day for 21 days p.o.). The a1 adrenergic
receptor mediating the contractile response was identified using BMY 7378 (selective aip
antagonist). The results demonstrated functional expression of the a1p adrenergic receptor
in the aorta. Moreover, levels of the aip protein were higher in the aorta of rats with
experimental diabetes compared to the aorta of normoglycemic rats. Interestingly, the
increased blood pressure and expression of the a1p adrenergic receptor were not correlated
with an increase in the maximum contractile response to phenylephrine. Alcohol
administration in rats with experimental diabetes decreased the expression of the aip
adrenergic receptor, while the maximum contractile response to phenylephrine was not
statistically different compared to untreated diabetic rats. These results suggest that the
interaction between the aip adrenergic receptor and alcohol influence vascular function and

contribute to the development of vascular complications in diabetes.

Keywords: diabetes, adrenergic receptor, vasculature, hypertension
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1. INTRODUCCION

1.1 DEFINICION DE LA DIABETES MELLITUS

De acuerdo con Petersmann y colaboradores 2019, “la diabetes mellitus (DM)
corresponde a una enfermedad del sistema endocrino que integra un grupo de desérdenes
metabdlicos heterogéneos”. Estos desdrdenes se caracterizan por presentar niveles elevados
de glucosa en sangre, los cuales resultan de la deficiencia absoluta o relativa de la
produccién de insulina y/o defectos en la funcion del receptor de insulina, asi como las vias
de sefializacion activadas por su union. Estos eventos desencadenan una serie de
mecanismos compensatorios destinados a mantener la homeostasis de la glucosa a nivel

celular.

La susceptibilidad genética se ha identificado como uno de los factores de riesgo mayores
en el desarrollo de la diabetes (Cole y Florez, 2020). Ademas, se ha observado que los
habitos alimenticios desequilibrados, y los niveles reducidos de actividad fisica también

ejercen una influencia en la aparicion de esta enfermedad (Lascar et al., 2018)

1.1.1 DIAGNOSTICO DE LA DIABETES

La diabetes se define mediante ensayos de medicion de la concentracién glucosa en
sangre. La Asociacion Americana de diabetes (ADA por sus siglas del inglés) ha
establecido criterios para el diagnéstico de la enfermedad, los méas recientes se presentan en

la Tabla 1 (American Diabetes Association, 2023). Estos criterios se utilizan para
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implementar pruebas preventivas en individuos con factores de riesgo elevados, asi como
para determinar el estadio de la enfermedad, monitorear el control glucémico y efectividad
de intervenciones terapéuticas en aquellos que han sido diagnosticados. El diagnéstico de
diabetes se define por el hallazgo de al menos dos de los ensayos presentados en la tabla 1

con niveles de glucosa en sangre mayores a los pardmetros indicados.

Tabla 1. Criterios de diagnostico de la diabetes por la ADA

Glucosa plasmaética en ayunas (FPG del inglés fasting plasma glucose) >126 mg/dL (7.0
mmol/L). El ayuno es definido por la ausencia de la ingesta calorica por al menos 8 horas

anteriores a la medicion.

Ensayo de tolerancia oral a glucosa (OGTT, del inglés oral glucose tolerance test) >200

mg/dL (11.1 mmol/L). La medicion debe ser realizada 2 horas posterior a la

administracion del equivalente a 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua.

En pacientes con sintomas clasicos de hiperglicemia o crisis hiperglicemica; una medicion

de glucosa en plasma >200 mg/dL (11.1 mmol/L).

Hemoglobina glicosilada A1C 5.7-6.4% (39-47 mmol/mol).

12



1.1.2 CLASIFICACION DE LA DIABETES

La ADA clasifica a la diabetes atendiendo su etiologia como se muestra a

continuacién en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de la diabetes por la ADA

Diabetes mellitus tipo | (DMI). La DMI representa la incapacidad del cuerpo para el
empleo de glucosa presente en la circulacion sanguinea, como consecuencia de la
disfuncion y apoptosis autoinmune de las células pancredticas B generando una

disminucion progresiva en los niveles de insulina (Eizirik et al., 2020).

Diabetes mellitus tipo I (DMII). En la DMII la pérdida de sensibilidad a la insulina en
tejidos insulinodependientes conduce a una menor disponibilidad de glucosa en las células.
Esta disminucion en la captacion de glucosa al interior celular conduce a una
hipersecrecion de insulina por el pancreas como respuesta enddcrina compensatoria para el
mantenimiento de la homeostasis energética (Petrie et al., 2018). Por otro lado existe una
reduccion de la masa de los islotes pancreaticos por apoptosis y pérdida de identidad de las

células pancreaticas  (Sun y Han, 2020).

Diabetes gestacional. Referida como una alteracion en la tolerancia a glucosa en el periodo
gestacional, esta se detecta por primera vez entre la semana 24 y 32 de la gestacion. Su

fenotipo es aparentemente distinguible de otras formas de diabetes. La aparicion de
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hiperglicemia materna estimula al pancreas fetal a responder funcionalmente a los altos
niveles de glucosa induciendo hiperinsulinemia fetal, ademas de influir en el crecimiento
fetal (peso al nacer) y riesgo de complicaciones al corto y largo plazo (Sweeting et al.,

2022).

Otros tipos de diabetes. Diabetes en las que el desarrollo de la patologia es atribuible a

agentes puntuales que impactan la funcion/integridad de los islotes pancreéticos.

Diabetes de adulto de inicio juvenil (MODY del inglés Maturity onset diabetes of the
Young) es un término historico referido a diabetes monogénica desarrollada a temprana
edad, una coleccion de desordenes hereditarios distinguibles del fenotipo autoinmune en

DMI (Broome et al., 2021).

Diabetes asociada a enfermedades del pancreas. El dafio de los islotes pancreaticos en el
curso de una enfermedad afecta su capacidad funcional en la liberacion de hormonas y
polipéptidos incluyendo la insulina provocando fluctuaciones abruptas en los niveles de

glucosa (Wynne et al., 2019).

Diabetes inducida por farmacos. Desarrollada en el periodo de exposicion o ingesta de
agentes quimicos o farmacoldgicos que inducen hiperglicemia a través de alteraciones en
la liberacion, la sensibilidad insulina, y efectos citotoxicos directos sobre las células

pancreaticas (Fathallah et al., 2015).
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1.1.3 PERSPECTIVA ACTUAL DE LA DIABETES

Las estimaciones realizadas por la Federacion Internacional de Diabetes (IDF por
sus siglas del inglés) sefialan que la incidencia de la diabetes estd experimentando un
incremento significativo a nivel global, para el afio 2045 afectara a 783 millones de adultos
(International Federation of Diabetes, 2022). Este dato posiciona a la diabetes como una de

las enfermedades con mayor tasa de crecimiento en el mundo.

En México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT 2020 sobre
Covid 19) reportd 13.4 millones de personas que padecian diabetes representando la
segunda causa de muerte despues de las enfermedades cardiovasculares (Encuesta Nacional

de Salud y Nutricion 2020 sobre COVID-19 2021).

1.1.4 PROGRESION DE LA DIABETES

La aparicion de la DM en sus diversos fenotipos, aunque con diferentes niveles de
progresion, conduce a las mismas complicaciones. Sin embargo, factores como la
hiperglucemia, la edad, el periodo de progresién y la presencia de factores de riesgo
clasicos como el consumo de tabaco, la obesidad y el consumo de alcohol pueden ejercer

una influencia significativa en el prondstico de la enfermedad (Werner et al., 2019).

La hiperglicemia desencadena un efecto tdxico de la glucosa en el sistema vascular,
lo cual resulta en dafio vascular y un incremento gradual en la presion arterial en su
progresion. La diabetes y la hipertension arterial comparten multiples mecanismos

fisiopatoldgicos que promueven su coexistencia y exacerbacién, lo que aumenta el riesgo
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de complicaciones vasculares (Yildiz et al., 2020). De acuerdo con Cole y colaboradores
(2020), las complicaciones vasculares son la principal causa de morbilidad y mortalidad en
individuos afectados por la diabetes. Estas complicaciones pueden presentarse como agudas
0 crénicas. Entre las complicaciones agudas se encuentran la cetoacidosis diabética, el
coma hiperosmolar no cetésico y la hipoglucemia. Por otro lado, las complicaciones
cronicas se dividen en microvasculares que incluyen la retinopatia, la neuropatia, y la
nefropatia, y las macrovasculares que engloban el infarto al miocardio y el accidente

cerebrovascular.

1.1.5 LA INSULINA

La via de sefializacion de la insulina presenta una complejidad y una diversidad de
efectos significativos. En general, comienza con la union de la insulina al receptor de
insulina tirosina cinasa (figura 1), lo que induce la autofosforilacion del receptor en los
residuos de tirosina Tyr 1158, Tyr 1162 y Tyr 1163, y el reclutamiento de diferentes
adaptadores de sustrato, como la familia de proteinas IRS. Una vez fosforilado, el IRS
exhibe sitios de unién para diversas proteinas, incluyendo la cinasa de fosfatidil inositol
trifosfato (IP3K), que genera inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), un segundo mensajero que
activa las proteinas cinasas dependientes de fosfatidilinositol 1 y 2 (PDK1 y PDK2). A su
vez, estas proteinas cinasas activan la proteina cinasa Akt/PKB, que fosforila a las proteinas
AS160 y TBC1D1, las cuales son activadoras de la Rab-GTPasa. Esta actividad promueve
la hidrolisis de guanosina-5'-trifosfato (GTP) a guanosina difosfato (GDP) en las vesiculas

que contienen GLUT4, lo que favorece su translocacion a la membrana celular y facilita la
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captacion de glucosa plasméatica en el interior de las células adiposas y musculares

(Elmadhun et al., 2013).
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Figura 1. Activacién de la via de sefializacién de la insulina. La unién de insulina a su receptor con la
consecuente activacién de la via promueve la translocacion de GLUT 4 para la captacion de glucosa.

En ausencia de insulina, solo alrededor del 5 % de las reservas intracelulares de
GLUT4 se encuentran en la superficie celular. Los defectos en la translocacion de GLUT4
a la membrana plasmatica en respuesta a esta hormona se consideran un indicador

temprano del desarrollo de la resistencia a la insulina y la DMII (Leto y Saltiel, 2012).

En concentraciones fisioldgicas, la insulina desempefia un papel regulador en la
produccién de éxido nitrico (NO) a través de la via de sefalizacién IP3K/Akt/NO. La
liberacién de NO promueve el aumento del flujo microvascular, favoreciendo la captacion

de nutrientes y la relajacion vascular. La fosforilacion de la éxido nitrico sintasa endotelial
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(eNOS) en la serina 1177 por Akt estimula la produccion de NO de manera independiente
del calcio. Sin embargo, en estados patoldgicos, la disfuncion de la sefializacion de insulina
altera la expresion de la eNOS vy la produccion del NO, ademéas de promover la liberacion
de moléculas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), interleucina
1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6). EI TNFa tiene la capacidad de inhibir el efecto de la
insulina en la microvasculatura (Hill et al., 2021). Por otro lado, la IL-1 e IL-6 agravan el
estrés oxidativo, lo que a su vez contribuye a las alteraciones del tono vascular, incluida la

funcion endotelial (Giri et al., 2018).

1.2 EL ENDOTELIO VASCULAR

El dinamismo de la funcion reguladora del tono vascular por parte del endotelio esta
sujeto a efectos opuestos y reversibles. El aumento en las concentraciones de calcio, ya sea
proveniente de las reservas internas 0 mediante la apertura de canales idnicos en la
membrana, conduce a la hiperpolarizacion de la membrana. Las sefiales hiperpolarizantes
en el endotelio vascular promueven la vasodilatacion de las células del masculo liso (SMC
por sus siglas del inglés) al inhibir los canales de calcio dependientes de voltaje. El
aumento de calcio intracelular también activa la eNOS y aumenta la produccion de NO, que
difunde fuera de la célula endotelial y activa los canales de potasio sensibles al calcio a
través de la via de la proteina guanilil ciclasa (CG)/GMPc/proteina cinasa G (PKG) en las
SMC. Las alteraciones en la funcién del endotelio vascular, ya sea en su capacidad para

producir y liberar sustancias vasoactivas o en su funcién de modular la permeabilidad
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endotelial, conducen a la disfuncion vascular y al desarrollo de la hipertension arterial

(Yuan et al., 2021).

1.3 LA PRESION ARTERIAL

La presion arterial se genera mediante la contraccion de los ventriculos durante la
sistole ventricular, alcanzando su valor maximo cuando los ventriculos eyectan la sangre a
las arterias (presion sistdlica) 120 mmHg. Posteriormente, durante la diéstole ventricular la
presion arterial disminuye después del pico de eyeccion alcanzando valores de (presion
diastolica) 60-80 mmHg. El flujo sanguineo dentro de las estructuras vasculares ejerce una
fuerza sobre las paredes elasticas, lo que produce una fuerza de retroceso que, con base en

las propiedades elasticas de la estructura, crea una presion (Coffman 2011).

La presion arterial se modula por el volumen del fluido circulatorio eyectado por el
corazon, la frecuencia contractil cardiaca y la resistencia arterial periferica (elasticidad de la
pared arterial). En particular, la frecuencia cardiaca esta modulada por el sistema nervioso
simpatico (SNS, por sus siglas del inglés), mientras que la resistencia arterial periférica se
regula por el tono vascular o el estado contractil de las pequefias arterias a lo largo del
cuerpo. Estos mecanismos, a su vez estan determinados por los procesos de remodelacion

vascular y por la presencia de agentes vasoactivos (Ohishi 2018).
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1.3.1 DIAGNOSTICO DE LA HIPERTENSION ARTERIAL

La presion arterial se estima clasicamente mediante la medicién indirecta de la
presion intraarterial del paciente. Esta medicion se realiza mientras el paciente se encuentra
sentado en un soporte con respaldo, con los pies relajados sobre el piso con el brazo al nivel
del corazon en un periodo de reposo de al menos 5 minutos. Para realizar el diagnostico, el
monitoreo de la presion arterial en la consulta médica y en el hogar, realizada dos veces por
la noche y dos veces por la mafiana por al menos una semana, se considera la herramienta
mas cercana en el prondstico y estimacion del riesgo de complicaciones vasculares en

pacientes hipertensos (Ghorani et al., 2022).

Los valores normales de la presion arterial (120/80 mmHg) son establecidos por
instituciones designadas, que consideran datos epidemioldgicos provenientes de la
industria, servicios medicos y apreciacion del riesgo de dafio final a 6rganos. Sin embargo,
es importante destacar que estas designaciones son en cierto grado arbitrarias, ya que no
existen puntos de corte bioldgicos naturales, y la variabilidad entre individuos es alta. De
especial interés son los grupos con factores de riesgo preexistentes como el padecimiento

de diabetes o enfermedad renal crénica (Materson 2014).

1.3.2 CLASIFICACION DE LA HIPERTENSION ARTERIAL

De acuerdo con la Sociedad Internacional de Hipertension (SIH, 2020) la clasificacion de la

hipertension en torno a los valores mmHg, es presentada a continuacién en la Tabla 3.
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Tabla 3. Clasificacion de la hipertension por la Sociedad Internacional de
Hipertension

PA Sistolica (mmHg)  PA diastolica (mmHg) Clasificacion Hipertension arterial

<130 <85 Normal
130-139 85-89 Prehipertension
140-159 90-99 Hipertension grado |

1.3.3 HIPERTENSION ARTERIAL

La hipertension es una enfermedad cronica altamente prevalente que afecta a méas de
mil millones de personas en todo el mundo. Se le considera el factor de riesgo principal en
el desarrollo de eventos cardiovasculares graves, incluyendo el infarto de miocardio, el
accidente cerebrovascular, la insuficiencia cardiaca y la enfermedad renal. Estas
enfermedades estan asociadas con las tasas mas altas de morbilidad y mortalidad a nivel

global (Organizacion Mundial de la Salud, 2021).

La etiologia de la hipertension en la mayoria de los individuos presenta dificultades
para su determinacidn, lo cual complica la identificacion de terapias 6ptimas. Esto lleva a la
necesidad de tomar decisiones terapéuticas basadas en gran medida en consideraciones
empiricas, como la edad, la raza y la presencia de enfermedades coexistentes como la

diabetes o la enfermedad cardiaca.

El SNS desempefia un papel fundamental en el control de la presién arterial, como

se evidencia en la eficacia de farmacos antihipertensivos tales como bloqueadores
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simpaticos o 0 B, que antagonizan los efectos del SNS y soportan su contribucién clave en
el desarrollo de la hipertension. Sin embargo, es importante destacar que estos
medicamentos a menudo estan asociados con efectos adversos como letargia, boca seca e
impotencia. En este sentido, la actividad de los nervios simpéticos, el derrame de
norepinefrina y la variabilidad de la frecuencia cardiaca han sugerido que los humanos con
hipertension, exhiben un flujo de salida simpético y una vasoconstriccion mediada por

catecolaminas aumentada (Guyenet et al., 2019).

En la hipertension, la retencion de sodio provoca una expansion del volumen
sanguineo y un aumento en la presion arterial, lo que a su vez incrementa la perfusion en
los tejidos, induciendo un proceso autorregulatorio que conduce a una alteracion del tono
vascular y la consecuente elevacion de la resistencia arterial periférica. La inhibicion de las
vias de sefializacion que regulan el tono vascular puede abolir esta respuesta reguladora,
resultando en una resistencia vascular disminuida y una presion arterial menor. Sin
embargo, el papel de esta disminucidn en la resistencia vascular en la propension al dafio
final a drganos en la hipertension es menos clara, y su efecto protector es atribuido a su
capacidad para atenuar la vasoconstriccion en la circulacion renal, preservando el flujo

sanguineo en el rifidn y facilitando la excrecion de sodio (Coffman 2011).

La rigidez de las grandes arterias de conduccion, especialmente la aorta proximal, es
una alteracion de la funcion vascular que contribuye a la hipertension. Aunque los
mecanismos exactos por los cuales la rigidez aortica causa dafio a los 6rganos adn no se
comprenden completamente, una de las consecuencias es la mayor propagacion de la

presion hacia la microcirculacion. Esto resulta en un barotrauma en la microvasculatura, en
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parte debido al estiramiento ciclico progresivo de las células endoteliales microvasculares

(Clayton et al., 2021).

1.4 DESARROLLO DE LA HIPERTENSION ARTERIAL EN LA DIABETES

El incremento en los indices de masa corporal se ha asociado con un aumento en la
incidencia de insulinorresistencia, no solo como una anormalidad metabdlica, sino también
como un factor de riesgo en las enfermedades cardiovasculares (Yildiz et al., 2020). El
incremento del tono vascular por regulacion del SNS puede interferir en la homeostasis de
la insulina durante la progresion de la diabetes. La activacion de los receptores adrenéergicos
a2 inhibe la liberacion de insulina al inhibir a las cinasas de serina y treonina (RTK), que
son responsables de anular la sefializacion de la insulina. Por otro lado, la activacion de los
receptores adrenérgicos o1 promueven la captacion de glucosa al estimular los
transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT4, a través de la activacion de la proteina cinasa

C delta (PKC3) (Papay y Perez, 2021).

En las etapas iniciales de la diabetes, se observa un aumento en la resistencia arterial
periférica debido a la remodelacion vascular asociada con la hiperinsulinemia e
insulinorresistencia. A medida que la diabetes progresa, se produce una mayor
remodelacién vascular y un aumento en la resistencia arterial periférica, lo que finalmente
contribuye al desarrollo de la hipertension y a las complicaciones vasculares en los

individuos diabéticos (Ohishi 2018).

Las SMC sensibles a la modulacion del SNS desempefian un papel crucial en la

regulacion de la presion arterial, de manera fisioldgica muestran una notable plasticidad en
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respuesta a los estimulos presentes en el microambiente. En el caso de individuos afectados
por DM, la hiperglicemia provoca la proliferacion de las SMC, lo que conduce a un cambio
hacia un fenotipo hipercontractil en la vasculatura. Este cambio fenotipico altera la

plasticidad vascular y conduce a la disfuncion vascular (Liu et al., 2020).

En el contexto de la DM, el fenotipo hipercontractil en la vasculatura y la presencia
de lesiones microvasculares se caracterizan por un engrosamiento de la membrana basal en
distintos sistemas, lo cual expone al tejido a condiciones hipdxicas debido a la disfuncion
vascular, desequilibrios homeostaticos y la persistente presencia de glucotoxicidad en los
pequefios vasos. Estas alteraciones afectan principalmente a estructuras como el globo
ocular, el rifidn y los nervios periféricos, resultando en ceguera, insuficiencia renal y
amputaciones, todos ellos factores predictivos de futuras complicaciones cardiovasculares

(Mota et al., 2020).

No sélo la aparicion de hipertension es mas frecuente en pacientes con diabetes,
sino que la diabetes es mas comun en pacientes hipertensos que en la poblacién general. La
hipertension ocurre en un 50-80 % de los pacientes con DMII (quienes constituyen ~90 %
de individuos diabéticos), comparado con ~30 % de los pacientes con DMI quienes
desarrollan hipertension. ElI mayor porcentaje de pacientes con DMII cuya progresion se
acompafia de la aparicion de hipertensién sugiere que la insulinorresistencia e
hiperinsulinemia desempefian una participacion esencial en la patogénesis de ambas
entidades. Por lo que las intervenciones terapéuticas sobre ambos factores son consideradas
un blanco en los intentos de disminuir el riesgo cardiovascular en pacientes diabéticos

(‘Yamazaki et al., 2018).
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1.5 SISTEMA NERVIOSO SIMPATICO

El SNS se caracteriza por responder a los estimulos de miedo, pelea o huida. La
noradrenalina es un potente vasoconstrictor y estimulante cardiaco, activa todos los
subtipos de receptores adrenérgicos. Los receptores adrenérgicos (RA) son proteinas de
membrana acopladas a proteinas G que modulan las acciones de la adrenalina. Los RA se
integran en tres subfamilias, cada una con tres subtipos, los receptores a1 integran aia, ois,
aip; los receptores a2 incluyen aca, ozs, ozc; y los B engloban 1, B2, B3, cada uno con
distribuciones y afinidades diferenciables por ligandos endogenos (Qu et al., 2019). La
adrenalina es capaz de elevar la presion arterial incrementando el ritmo cardiaco y la fuerza

de contraccion cardiaca via RAB2, y aumentando la resistencia arterial periférica via RAa..

1.5.1 TRANSDUCCION DE SENALES MEDIADA POR RECEPTORES

ADRENERGICOS a

En el mdsculo liso la unién del agonista a los RAa; acoplados a proteinas
heterotriméricas Gq (figura 2), activan la fosfolipasa C (PLC-B) que cataliza la formacion
de los segundos mensajeros IP3 y 2-diacilglicerol (DAG) a partir del fosfolipido
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2). El IP3 se une a su receptor en el reticulo
endoplasmico IPsR promoviendo el aumento de calcio desde las reservas en el reticulo
sarcoplasmico, mientras que el DAG activa a la proteina cinasa C (PKC) promoviendo su
translocacion a la membrana y activacion de la cascada de proteinas cinasas activadas por

mitdgenos (MAPK) (Touyz et al., 2018).
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De modo subsecuente, el calcio se une a la calmodulina (CaM) la cual interactia
con la cinasa de cadena ligera de miosina (MLCK) promoviendo la fosforilacion de las
cadenas ligeras de miosina (MLC) en S19 o Y18; las MLC fosforiladas forman entonces
puentes cruzados con actina induciendo la contraccion. De modo subsecuente, la fosfatasa
de cadenas ligeras de miosina (MLCP) desfosforila a MLC promoviendo la relajacién del
musculo liso. EI equilibrio en la interaccion de MLCK y MLCP modulan la
vasoconstriccion/vasorrelajacion por la activacion de los receptores o1 adrenérgicos (Beghi
et al., 2022). La actividad de la PKC tiene una participacion esencial en la modulacién del
tono vascular, ademas de la fosforilacion de MCL dependiente de calcio; PKC fosforila
CPI-171 en Thr 38. CPI-171 es una proteina inhibidora de MLCP en el masculo liso que
favorece el sostenimiento de la contraccion. Una mayor actividad de PKC ha sido asociada
a desordenes vasculares incluyendo lesiones por isquemia reperfusion, hipertension vy

vasculopatia diabética (Ringvold y Khalil, 2017).

El aumento en la liberacién de calcio estimula su retorno a reservas intracelulares
via la ATPasa de calcio en el reticulo endoplasmico, mientras en la membrana plasmatica el
intercambiador de sodio calcio (NCX) y la ATPasa de calcio (PMCA) pueden contribuir a
disminuir la concentracion de calcio; el calcio de disocia de la CaM conforme decrece la

concentracion de calcio, lo cual termina el proceso de contraccion (Kitazawa et al., 2003).
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Figura 2. Via de sefializacion activada por la union de adrenalina a receptores adrenérgicos ou
acoplados a una proteina Gg. Imagen modificada de (Cellsignal.Com, 2014).

1.5.2 EXPRESION Y REGULACION DE LOS RECEPTORES DRENERGICOS o4

La distribucion del subtipo de RAa: en la vasculatura esta influenciada por la
inervacion simpatica y el calibre de los vasos; una distribucion diferencial indica una
relevancia fisioldgica y patoldgica. En la aorta de ratas y en los humanos los receptores
predominantemente expresados son los oup, los cuales se encuentran estrechamente
relacionados con el sostenimiento de la presion arterial. En la aorta este subtipo de
receptores modulan predominantemente la vasoconstriccion; con una menor densidad se

encuentran los RAaia Y RAss.

27



En la vasoconstriccion mediada por el RAa1p, la N-glicosilacion del receptor en los
residuos de asparagina N65 y N82 del extremo N-terminal en el limen del reticulo
endoplasmico facilita su insercién en la membrana plasmaética, respuesta funcional a
fenilefrina y biogénesis (Janezic et al., 2020). Los RAaz son susceptibles de procesos de
desensibilizacion e internalizacién. La desensibilizacion del receptor conduce a una
respuesta menor ante la union sostenida de un agonista (desensibilizacion homéloga), o por
la sobreactivacion de agentes implicados en la via de sefializacion (desensibilizacion
heter6loga). Por otro lado, la internalizacién es promovida por la fosforilacion de receptor
por agonistas. La internalizacion del receptor inicia con la reclutacion de B arrestinas que
bloguean estéricamente la interaccion con proteinas G. La internalizacion a su vez da lugar
a una sefializacion de tipo reguladora switch que favorece la interaccion con la maquinaria
endocitica donde participan la clatrina, el complejo adaptador AP2, las dinaminas y las

proteinas Rab (De los Santos et al., 2020).

Diversas condiciones como la hipoxia, lesiones por isquemia y reperfusion,
estimulacion por catecolaminas y factores de crecimiento son capaces de regular a nivel
transcripcional la expresion del RAa: como se muestra en la tabla 4. Experimentalmente,
las lesiones vasculares y el microambiente inflamatorio se han asociado con un aumento en
la expresion del RAa1. En particular, la hipertension arterial se ha asociado fuertemente a
un incremento en la sefializacion del RAa1p Y su activacion sostenida incrementa el calibre
vascular y la sintesis de proteinas como canales de potasio sensibles a calcio, canales de

calcio dependientes de voltaje y MCL (Méndez et al., 2018).

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB) inhibe la transcripcion

del gen del RAaip en SMC. Su aumento ha sido asociado con los procesos de lesion y
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reparacion de la pared vascular, constituyendo un vinculo entre la activacién del SNS vy las

lesiones vasculares (Xin et al., 1999). EI PDGF-BB también ha mostrado modular el

fenotipo vascular en la diabetes, especificamente en la expresion de proteinas contractiles

via mTORC1 (Ha et al., 2015). Ademas, el incremento en sus niveles ha sido

correlacionado con la progresion de la nefropatia diabética (Suzuki et al., 2011).

Tabla 4. Inductores de la expresion de receptores a1 adrenérgicos

Receptor Inductor T Células
adrenérgico
a Neuropatia diabética Queratinocitos, células del musculo liso
1
(Schlereth et al., 2021)
Quemaduras, queloides Fibras nerviosas de la dermis, vasos
sanguineos (Drummond et al., 2018)
Carcinoma de células escamosas de la Saliva (Gholizadeh et al., 2021)
cavidad oral
a Atorvastatin e insulina Aorta (Zhou et al., 2019)
1A
a Factor de necrosis tumoral alfa TNF-a Queratinocitos (Wijaya et al., 2020)
1B
Interleucinas; IL-1p, IL6, IL8, factor de | Utero, endometrio (Wang et al., 2021)
crecimiento nervioso, noradrenalina
" Angiotensina Il Aortatoracica de rata (Hu et al., 1995)
1D
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1.6 EL ALCOHOL

El alcohol es una sustancia psicoactiva a pesar de sus propiedades sedantes
hipnoticas exhibidas desde sus efectos agudos. El alcohol, en las vias de sefializacion
intracelulares contribuye tanto a efectos directos como a respuestas neuroadaptativas
generadas por la exposicion repetida, que refuerzan negativamente el consumo continuo de

alcohol (Dorit y Messing, 2012).

Los blancos moleculares del alcohol corresponden a proteinas con sitios de unién
discretos, estas se unen con una baja afinidad al alcohol en concentraciones de 15 a 150
mM. Los blancos moleculares del alcohol incluyen una enzima para su transformacion, la
alcohol deshidrogenasa (ADH), activacion/inhibicion de la adenilato ciclasa, inhibicion de
canales ionicos del tipo N-methyl-D-aspartato (NMDA), canales de calcio, canales de
sodio, y receptores de glutamato, mientras su union a los canales de tipo acido y-
aminobutirico (GABAA), canales de potasio, receptores de glicina y receptor de 5-HT3 (5-

hydroxytryptamina tipo 3) induce una potenciacion de su actividad (Harris et al., 2008).

La absorcion del alcohol puede tener lugar desde la cavidad bucal y el estomago, la
mayor parte se absorbe en el intestino y desde alli pasa a la circulacién sanguinea;
alrededor del 95% es metabolizado a través del higado y el porcentaje restante es excretado
a través de la exhalacién, sudor y orina. En el citosol de los hepatocitos el alcohol es
oxidado por la ADH, produciéndose acetaldehido y nicotinamida adenina dinucle6tido
reducido (NADH) (Simon y Molina, 2022). La reoxidacién del complejo ADH-NADH es
el paso limitante en esta reaccidén, ya que el NADH generado debe dirigirse, via la
lanzadera malato-aspartato, a la cadena transportadora de electrones. En la mitocondria, el
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acetaldehido es transformado por la acetaldehido deshidrogenasa (ALDH) en acetato,
produciendo NADH con lo que también contribuye a la alteracién de la bioenergética
celular. El acetato puede ser incorporado en el ciclo de Krebs representando el origen del
aporte caldrico del alcohol (7 kcal/g). Otros sistemas también pueden contribuir en menor
grado a la metabolizacion del alcohol (10 %), incluyendo enzimas microsomales en el
reticulo endoplasmico (RE), la enzima catalasa en peroxisomas y el citocromo P450 2E1
(CYP2E1), el cual convierte el etanol en acetaldehido produciendo especies reactivas de

oxigeno (ROS) (Le Dar¢ et al., 2019).

1.6.1 EL ALCOHOL Y SU RELACION CON EL RIESGO CARDIOVASCULAR

Los efectos experimentados por el consumo de alcohol dependen de la cantidad
ingerida y el patrén de consumo, expresado como el tiempo y frecuencia de consumo. El
estado de embriaguez en los individuos se define por el consumo de 5 tragos estandar con
un contenido de aproximado de 14 g de etanol cada uno, en un periodo de dos horas. En la
literatura se han reportado efectos cardiovasculares dependientes de la dosis, benéficos a
bajas dosis, perjudiciales en altas dosis de alcohol en periodos prolongados, conciliandose
un patron de forma de “J” de los efectos benéficos sobre los perjudiciales del consumo de

alcohol en el riesgo cardiovascular (Minzer et al., 2020).

Experimentalmente, el consumo agudo de alcohol induce un aumento transitorio de
la presion arterial, este incremento es revertido al detener el consumo de alcohol
favoreciéndose la disminucién de sus niveles en la circulacion sanguinea (Day y Rudd,

2019; Toda y Ayajiki, 2010). El acetaldehido el primer producto oxidativo del alcohol es
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una molécula altamente toxica hasta 10 veces mas que el alcohol, y es considerado
responsable del efecto vasodilatador apreciado horas posteriores al consumo de alcohol
(Wakabayashi 2008). En adultos saludables que consumen cantidades de etanol bajas a
moderadas <12 g de alcohol por dia, no se aprecia un impacto sustancial en la presion
arterial. Sin embargo, repetidas investigaciones muestran que mas de 5 tragos estandar (>50
g) en un mismo evento se asocian con el incremento transitorio en la presion sanguinea en
un rango de 4 a 7 mmHg en la presion arterial sistélica y de 4 a 6 mmHg en la presion

arterial diastolica (Pareek y Olsen, 2017; Tirapelli et al., 2007).

El consumo crénico de moderado a alto se acompafa con el establecimiento de
hipertension arterial, arritmias, infarto al miocardio y falla cardiaca. La hipertension arterial
atribuida al consumo de alcohol ha sido asociada con respuestas contractiles incrementadas,
dependientes de la dosis a vasoconstrictores in vivo, y una reactividad incrementada en
arterias aisladas ex vivo. Por lo que se sugiere que el alcohol y el acetaldehido aumentan la
sensibilidad de las respuestas vasoconstrictoras intrinsecas a traves de la activacion de los

receptores al adrenérgicos y los receptores a vasopresina (Eby y Majetschak, 2019).

1.6.2 RELACION ENTRE EL CONSUMO DE ALCOHOL Y LA DIABETES

El desarrollo de la diabetes en animales y en humanos como consecuencia del
consumo cronico de alcohol es un fendmeno reconocido en estudios observacionales como
Comunidades en Riesgo de Aterosclerosis y el Estudio de la Salud del Adolescente y

Estudio del Hospital Toranomon para el Manejo de Salud (Polsky y Akturk, 2017),
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considerdndose un factor de riesgo independiente en su desarrollo. Las células pancreéticas
B actuan como sensores de los niveles de glucosa plasmatica, en respuesta a un incremento
aceleran su metabolismo, incrementando los niveles de ATP e inhibiendo los canales de
potasio sensibles a ATP, conduciendo a la despolarizacion de la membrana, ingreso de
calcio y secrecion de insulina (Hwang et al., 2019). Las células B del pancreas son capaces
de liberar el acido y-aminobutirico (GABA) y expresan funcionalmente su receptor
GABAARs; la estimulacion de este receptor ha mostrado prevenir y revertir la diabetes
promoviendo el crecimiento y la sobrevivencia de las células pancreaticas  en ratones. El
GABAARs, representa un blanco altamente sensible a las acciones del alcohol. En altas
concentraciones de alcohol, la expresion de los GABAARs en la membrana de las células
pancreaticas 3 disminuye, promoviendo su internalizacién e induciendo una disminucién en
los niveles basales de insulina a una concentracion plasmatica de alcohol de 50 mM (Wang
et al., 2014). Adicionalmente, el consumo cronico de alcohol ha mostrado efectos directos
en el pancreas, induciendo modificaciones en la morfologia celular, la senescencia de las
células B pancreaticas e incremento de la apoptosis, ocasionando una reduccion de la masa

pancreatica y agravando la progresion de la diabetes (Luo et al., 2021; Wu et al., 2021).

Aunque el consumo de alcohol, ha mostrado un efecto benéfico/perjudicial en la
sensibilidad de las células a la insulina y se han propuesto multiples mecanismos de accion,
los hallazgos contintan siendo controversiales (Nova et al., 2019). Existen evidencias de
que el consumo de bajas dosis <15 g por dia inciden en una disminucion del riesgo de
desarrollar diabetes, mientras que el consumo mayor a 5 tragos estandar por dia incrementa
2 veces el riesgo de desarrollar diabetes. En individuos diabéticos la actividad de la ALDH

disminuye, conduciendo a la acumulacion de acetaldehido y aldehidos reactivos,
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aumentando hasta dos veces el riesgo del deterioro de la salud. El alto consumo de alcohol
en individuos diabéticos se ha correlacionado con el desarrollo y agravamiento de
complicaciones vasculares (Munukutla et al., 2016) y mayores indices de mortalidad

(Polsky y Akturk, 2017).

Blomster en el 2014, proporciond evidencia epidemioldgica de la implicacion del
consumo de alcohol en la DMII en la incidencia de eventos -cardiovasculares,
complicaciones vasculares de la diabetes y mortalidad. Propone un patrén en forma de “U”
entre el consumo de alcohol en individuos afectados por diabetes y el desarrollo de eventos
cardiovasculares (Blomster et al., 2014). Este patron de consumo es consistente con las
observaciones de Valerio en el 2019 en pacientes que consumian alcohol afectados por
DMI sobre el riesgo de complicaciones microvasculares en la diabetes, resaltando la etapa
de la pubertad como de especial susceptibilidad a los efectos negativos del alcohol (Valerio
et al., 2019). En el presente estudio se evaluara el efecto de la administracion de alcohol en

ratas con diabetes experimental sobre la respuesta vascular o1 adrenérgica.
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2. JUSTIFICACION

La coexistencia de diabetes mellitus e hipertension arterial es frecuente. Su establecimiento
y progresion se acompafian de defectos en la contractilidad y relajacién vascular, en los que
ha sido propuesta una participacion central de la respuesta vascular a1 adrenérgica a través
de modificaciones en la funcién/expresion del RAaip. Los efectos del consumo de alcohol
sobre la respuesta vascular o1 adrenérgica en la progresion de la diabetes no han sido
completamente definidos. El asunto de fondo de investigacion del presente trabajo es
dilucidar el efecto del etanol en la respuesta vascular adrenérgica a1 en ratas con diabetes

experimental.
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3. HIPOTESIS

El consumo croénico de alcohol aumenta la respuesta vascular adrenérgica oy en

ratas diabéticas.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos del consumo crénico de alcohol sobre la respuesta vascular

adrenérgica o en ratas con diabetes experimental.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

= Analizar los efectos del consumo cronico de alcohol sobre la presion arterial en
ratas con diabetes experimental.

= Determinar los efectos del alcohol sobre la contractilidad adrenérgica o en la aorta
de ratas con diabetes experimental.

= Determinar el subtipo de receptores a1 que participa en la respuesta contractil de la
aorta de ratas con diabetes experimental.

= Determinar los efectos del alcohol en los niveles de proteina del receptor

adrenérgico aip en aorta de ratas con diabetes experimental.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron ratas macho Wistar (300-350 g) del bioterio del Instituto de
Investigaciones Quimico Bioldgicas, resguardadas con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas
con una temperatura constante de 25 £ 2 °C, con alimento y agua ad libitum. EI manejo de
los animales se llevo a cabo conforme las normas éticas de manejo y uso de animales en
investigacion, de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999) y del
Comité de Bioseguridad y Bioetica del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas de

la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

5.2 INDUCCION DE DIABETES Y ADMINISTRACION DE ALCOHOL

Se formaron al azar cuatro grupos experimentales (n=6 por grupo): 1) Control, se le
administro el vehiculo (buffer de citratos; 0.1 M; pH 4.5) via intraperitoneal (i.p.), 2)
Diabético, se le administré una dosis (50 mg/kg de peso) de estreptozotocina (STZ) en
vehiculo, via i.p., 3) Etanol, se le administré una dosis diaria de etanol (3 g/kg de peso)
diluido al 40 % V/V via oral durante 21 dias y vehiculo via i.p., y 4) Diabético-etanol, se le
administrdo STZ en vehiculo via i.p. y una dosis diaria de etanol (3 g/kg de peso) diluido al
40 % V/V, via oral, durante 21 dias. Los animales se consideraron diabéticos al presentar
concentraciones superiores a 150 mg/dL de glucosa sérica en ayuno, 7 dias después de la

administracion de la STZ.
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5.3 MEDICION DE LA PRESION ARTERIAL

La presion sistolica y diastdlica se midieron en la cola de las ratas mediante un
método pletismdgrafico no invasivo con un instrumento CODA monitor (Kent Scientific
Co.). Los animales fueron sometidos a un proceso de acondicionamiento previo por 16 dias,
midiendo diariamente la presion arterial, posteriormente se realiz la medicion semanal de

la presion arterial hasta la culminacion del experimento.

5.4 ENSAYO FUNCIONAL DE AORTA

Al final del tratamiento los animales se sacrificaron con una dosis (55 mg/kg) de
pentobarbital sodico via i.p. y se extrajo la arteria aorta y se retir0 el tejido conectivo y
graso circundante. La arteria aorta aislada se cortd en anillos de 3-4 mm de largo; a la mitad
de los anillos se les removio el endotelio por frotamiento delicado de la superficie interna
de la arteria con un estilete metalico de superficie rugosa. Cada anillo arterial se monto en
dos ganchos Nikrom, uno para fijarse al fondo de la cAmara y el otro unido a un transductor
de tension (Grass FT03 force displacement transducer; Astro-Med, Inc., West Warwick,
R.l.,, USA), conectado a un sistema de adquisicion de datos (MP100 Biopac Systems Inc.,
Santa Barbara, Cal., USA), para registrar cambios en la tension isométrica desarrollada por
los anillos arteriales. Los anillos aorticos se dispusieron en cadmaras para 6rgano aislado con
un volumen de 10 mL de una solucién Krebs-Henseleit (mmol/L): NaCl, 118; KCI, 4.7;
KH2PO4, 1.2; MgS04.7H;0, 1.2; CaCl,.2H20, 2.5; NaHCOs, 25.0; dextrosa, 11.7, y

EDTA, 0.026. Las cdmaras para Organo aislado se mantuvieron a 37 °C, pH 7.4 con
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burbujeo constante de una mezcla de 95% O conteniendo 5% CO.. Se permitié un periodo
de estabilizacion de 30 min para la construccion de una curva control de concentracion

respuesta fenilefrina de 1x10° a 3.1x10° M.

5.5 DETERMINACION DE LA CEso Y pA:;

Los valores de la CEso (concentracion efectiva 50) o PD2 (-Log CEsg) se
determinaron por medio de un analisis de regresion no lineal, con el programa WinNonlin
Professional Edition (version 2.1, Palo alto, California USA). Dicho analisis emplea un
modelo sigmoidal para el ajuste de las curvas concentracion respuesta, de acuerdo a la

ecuacion:
E = E,.0x[A]™/[A] + [CE 5]

Donde, E representa el efecto farmacoldgico; A la concentracion del agonista; Emax, My
CEso representan los pardmetros de asintota, pendiente y localizacion, respectivamente. Los
valores de pA> se obtuvieron por medio de un analisis de Schild (Arunlakshana y Schild,

1959) empleando el software PHARMA/PCS (Springer Verlag, Nueva York, 1986).

5.6 INMUNODETECCION DEL RECEPTOR ADRENERGICO aip

Las aortas extraidas se conservaron a -80 C°. Para su procesamiento se cortaron,
permaneciendo en hielo en un buffer de lisis (Tris 100 mM pH 7.4) con un inhibidor de
proteasas (Complete protease inhibidor cocktail, Merck Millipore) por 30 minutos. Las

aortas se procesaron individualmente con ayuda de un homogenizador (Polytron: Dragon
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Lab) y se centrifugardn 10 minutos a 14000 rpm a 4 C°. La concentracién de proteinas del
sobrenadante se determind con el Método modificado de Bradford Kruger (1994). La
inmunodeteccion de las proteinas se realizo de acuerdo a los protocolos de Laemmli (1970)
y Towbin (1979). Se tomaron 50 pg de proteina de las muestras de aorta con buffer de
carga Laemmli 2X con [B-mercaptoetanol recién preparado y se desnaturalizaron
manteniéndose por 10 min en ebullicion. Junto con un marcador de peso molecular
(Precision Plus Protein Standards, Bio Rad) las muestras se sometieron a electroforesis en
geles de poliacrilamida al 10 % bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) durante 3

ha 100 V.

Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF
(fluoruro de polivinildieno, Hybond-P de Amersham), empleando un equipo de
transferencia himedo durante 60 min a 100 V, empleando la solucion de transferencia (25
mM de Tris, 192 mM de glicina, 20% de metanol). Una vez transferidas las proteinas, se
mantuvieron las membranas con una solucién TBS-T (10 mM de Tris/HCI, 150 mM de
NaCl, 0.05% de Tween 20), con leche al 5% 1 h. Las membranas se incubaron con los
anticuerpos primarios anti-receptor adrenérgico a 1D (~47 kDa) dilucion (1:5000) y a anti-
B-actina (~43 KDa) (1:5000), en TBS-T - leche 5% durante 90 min a temperatura ambiente.
Se lavaron 4 veces con TBS-T por 10 min y se incubaron con el anticuerpo secundario
IgM acoplado a peroxidasa diluido (1:10,000) en TBS-T - leche 5% durante 2 h a
temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 4 lavados con la solucion TBS-T vy se
incubaron con sustrato Sustrato Immobilon quimoiluminiscente de HRP para transferencias

Western para la visualizacion de las bandas empleando un fotodocumentador (Gel Doc XR
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System Bio-Rad), mientras | la intensidad de sefial en las bandas se realiz6 mediante un

analisis densitométrico usando el programa Image J software.

5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados empleando el programa Sigma plot 12.0. Los datos
se expresaron como la media * el error estandar de al menos 6 animales. Para determinar
diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) se realizaron analisis de varianza de

dos vias, seguida de la prueba Post-hoc de Tukey.
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6. RESULTADOS

6.1 EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALCOHOL SOBRE EL CONSUMO

DE AGUAY ALIMENTO

Se cuantifico el consumo de agua y alimento (Tabla 5), y se observd que en los
grupos diabético y diabético-etanol presentaron la polidipsia y la polifagia, sintomas
caracteristicos de la diabetes. Por otro lado, en el grupo etanol no se mostraron diferencias

significativas con respecto al grupo control.

Tabla 5. Efecto de la administracion de alcohol sobre el consumo de agua y alimento.
Valores del consumo de alimento (g) y agua (mL) en el dia 28 del experimento en ratas
control, tratadas con etanol, diabéticas y diabéticas tratadas con etanol. Los valores son
expresados como el promedio + el error estandar (n = 6). ANOVA de dos vias seguido de
una prueba maltiple Tukey, *p < 0.05 vs. control; #p < 0.05 vs. etanol.

Grupo Consumo de alimento (g) | Consumo de agua (mL)
Control 18.93 + 1.86 24.715+ 2.4
Etanol 17.26 £1.42 24.62 + 2.63
Diabético-etanol 2458 +1.23 # 45.36 + 3.2*
Diabético 26.32 +2.21* 44.88 + 4.3*
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6.2 EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALCOHOL SOBRE EL PESO DE

LOS ANIMALES

Se registrd el peso de los animales de manera semanal. Se observé un aumento de
peso conforme avanzo la edad de las ratas del grupo control, mientras que la administracion
de alcohol en la segunda semana incidié en una disminucion del peso de los animales
(Figura 3). Ademas, el grupo diabético mostr6 un peso menor con referencia al grupo
control; mientras que el grupo diabético-etanol redujo significativamente su peso con

respecto al grupo diabético a partir de la segunda semana de administracion de alcohol.

CONTROL

420 —A— ETANOL
DIABETICO-ETANOL

—&— DIABETICO

400 -

380 A

360 -

Peso (9)

*#

STz 0 1 2 3

Administracion de etanol

Semana
Figura 3. Efecto de la administracion de alcohol sobre el peso de los animales. Valores de peso (g) de ratas
control, administradas con etanol, diabéticas y diabéticas administradas con etanol. Los valores son

expresados como el promedio + el error estandar (n = 6). ANOVA de dos vias seguido de una prueba mdaltiple
Tukey, *p < 0.05 vs. control; #p < 0.05 vs. etanol.
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6.3 EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALCOHOL SOBRE LOS NIVELES

DE GLUCOSA EN SANGRE

Los niveles de glucosa en los grupos diabético y diabético-etanol mostraron un
incremento de casi 6 veces con respecto al grupo control (normoglucémico), mientras que
el grupo etanol no mostrd un incremento en los niveles de glucosa respecto al grupo control

(Figura 4).

* * #
600 - #

500 -
400 +

300 -

Glucosa (mg/dL)

200 -

100 -

Control Etanol Diabético-etanol Diabético

Figura 4. Efecto de la administracion de alcohol sobre los niveles de glucosa en sangre. Niveles de glucosa
sanguinea el dia 22 de la administracién de alcohol. Valores de glucosa en sangre (mg/dL) en ratas control,
tratadas con etanol, diabéticas y diabéticas tratadas con etanol. Los valores son expresados como el promedio
+ el error estandar (n = 6). ANOVA de dos vias seguido de una prueba multiple Tukey, *p < 0.05 vs. control;
#p < 0.05 vs. etanol.
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PAS (mmHg)

6.4 EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALCOHOL SOBRE LA PRESION

ARTERIAL

Se observé un aumento de la presion arterial sistélica (PAS) en el grupo diabético y
diabético etanol. Mientras que en el grupo etanol también se observé un incremento en la
PAS llegando a niveles equiparables a los de los grupos diabéticos (Figura 5A). Los valores
de la presion arterial sistolica (PAD) aumentaron significativamente en el grupo diabético
respecto al grupo control, mientras que los grupos etanol y diabético-etanol mostraron una

tendencia al incremento sin ser significativa estadisticamente con respecto al grupo control

(Figura 5B).
A B.
160 -
160 - CONTROL
CONTROL . —A— ETANOL
—a— ETANOL * DIABETICO-ETANOL
—#— DIABETICO-ETANOL L — 140 - & DIABETICO
1401 | —— DIABETICO «
* ~
m *
I 3 23
120 1 E 120 4 T/I
~ § / )
) : :
100 < 1 I ¥ b
o
80 - 801
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1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Administracion de etanol Administracion de etanol
Semana Semana

Figura 5. Efecto de la administracion de alcohol sobre la presion arterial. Valores de la presién arterial
(mmHg) A. Presién arterial sistdlica (PAS), B. Presion arterial diastdlica (PAD) de ratas control,
administradas con etanol, diabéticas y diabéticas administradas con etanol. Los valores son expresados como
el promedio + el error estdndar (n = 6). ANOVA de dos vias seguido de una prueba multiple Tukey, *p < 0.05

vs. control.
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Contraccion (g)

6.5 CURVAS DE CONCENTRACION RESPUESTA A LA FENILEFRINA EN LA

AORTA

La administracién de alcohol disminuy0 la respuesta vascular adrenérgica o1 en el
grupo diabético-etanol con respecto al grupo etanol (figura 6), en el mismo sentido el grupo
diabético mostro una menor contractilidad respecto al grupo control, esto en los anillos de
aorta sin endotelio (E-). En los anillos con endotelio (E+) por otra parte, no se apreciaron

diferencias significativas entre los diferentes grupos.

E- E+
4 A
CONTROL CONTROL
/\ ETANOL /\ ETANOL
DIABETICO-ETANOL DIABETICO-ETANOL
& DuBETICO 371 | 4 DIABETICO
NN
/ ) ¢
T / o 11
L
T _®
. T T T ! 0 I
9 8 7 6 5 5

Fenilefrina -Log [M] Fenilefrina -Log [M]

Figura 6. Efecto de la administracion de alcohol sobre la contractilidad al adrenérgica. Curvas de
concentracion respuesta a fenilefrina. E- anillos de aorta sin endotelio, E+ anillos de aorta con endotelio de
ratas control, tratadas con etanol, diabéticas y diabéticas-etanol. Los valores son expresados como el
promedio + el error estandar (n = 6). ANOVA de dos vias seguido de una prueba maltiple Tukey, *p < 0.05
vs. control; #p < 0.05 vs. etanol.
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6.6 EFECTOS MAXIMOS A LA FENILEFRINA

En la tabla 6 se muestra que el efecto maximo del grupo diabético disminuy6 con
respecto al grupo control, mientras que el efecto maximo del grupo diabético-etanol
disminuyd con respecto al grupo etanol en los anillos de aorta sin endotelio. Mientras que

en los anillos de aorta con endotelio no se encontraron diferencias significativas.

Tabla 6. Respuesta contractil maxima a la fenilefrina en aorta (con y sin endotelio) de ratas control,
tratadas con etanol, diabéticas y diabéticas tratadas con etanol. Los valores son expresados como el
promedio + el error estandar (n = 6). ANOVA de dos vias seguido de una prueba multiple Tukey,
*p < 0.05 vs. control; #p < 0.05 vs. etanol.

Emax E+ E-
Control 2.62 +0.12 3.5+0.15
Etanol 2.17 £0.14 3.76 £ 0.17
Diabético Etanol 2.35+0.9 3.02+0.11#
Diabético 1.98+0. 16 2.81+0.8*
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Contraccion (g)

6. 7 DETERMINACION DE LA POTENCIA DEL ANTAGONISTA BMY 7378 EN

LA AORTA

La (figura 7), muestra las curvas de concentracion-respuesta en ausencia y presencia
de concentraciones crecientes de BMY 7378, un antagonista selectivo del receptor aip en la
aorta de ratas control. Se observa que el BMY 7378 produjo un desplazamiento de las
curvas de fenilefrina a la derecha (ocupacién del BMY7378 de los sitios de union del
receptor a1p); alcanzando un 80 % del Eméax. En la tabla 7 (encontrada més adelante) se
muestra que los valores obtenidos de afinidad aparente fueron altos, lo que sugiere la

participacion del receptor aip en la respuesta contractil.

E- E+
20 20 "
,.\ .I
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Figura 7. Curvas de concentracion respuesta a la fenilefrina en condiciones control y en presencia de
concentraciones crecientes de BMY 7378, en E- anillos de aorta sin endotelio y E+ anillos de aorta con
endotelio de ratas control. En la esquina superior izquierda se presenta la regresion de Shild (n = 6).
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Contraccion (g)

La (figura 8) muestra las curvas de concentracion-respuesta en ausencia y presencia de

concentraciones crecientes de BMY 7378 en la aorta de ratas administradas con etanol. Se

observa que el BMY 7378 produjo un desplazamiento mayor de las curvas de fenilefrina a

la derecha, lo que sugiere una posible distribucion funcional diferencial del receptor aip en

la membrana plasmatica de la aorta del grupo etanol comparado con el grupo control y los

valores obtenidos de afinidad aparente fueron altos (Tabla 7).

Log (OR-1)

~Log [BMY] M

Fenilefrina -Log [M]
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ceon
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-Log [BMY] M
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Figura 8. Curvas de concentracién respuesta a la fenilefrina en condiciones control y en presencia de
concentraciones crecientes de BMY 7378, en E- anillos de aorta sin endotelio y E+ anillos de aorta con
endotelio de ratas administradas con etanol (3 g* dia?, 21 dias p.o.). En la esquina superior izquierda se

presenta la regresion de Shild (n = 6).
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Contraccion (g)

La (figura 9) muestra las curvas de concentracién-respuesta en ausencia y presencia
de concentraciones crecientes de BMY 7378, en la aorta de ratas diabéticas administradas
con etanol. Se observa que el BMY 7378 produjo un desplazamiento menor de las curvas
de fenilefrina a la derecha, lo que sugiere una posible distribucién funcional diferencial del
receptor aip en la membrana plasmatica de la aorta del grupo diabético-etanol comparado

con el grupo etanol. Los valores obtenidos de afinidad aparente fueron altos (Tabla 7).
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Figura 9. Curvas de concentracién respuesta a la fenilefrina en condiciones control y en presencia de
concentraciones crecientes de BMY 7378, en E- anillos de aorta sin endotelio y E+ anillos de aorta con
endotelio de ratas diabéticas administradas con etanol (3 g* dia?, 21 dias p.0.). En la esquina superior
izquierda se presenta la regresion de Shild (n = 6).
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La (figura 10) muestra las curvas de concentracion-respuesta en ausencia y
presencia de concentraciones crecientes de BMY 7378. Se observa que el BMY 7378
produjo un desplazamiento mayor de las curvas de fenilefrina en la concentracion mas baja
de BMY 7378 (1x108° M), lo que sugiere una posible distribucion funcional diferencial del
receptor a1p en la membrana plasmatica de la aorta del grupo diabético comparado los otros

grupos experimentales. Los valores obtenidos de afinidad aparente fueron altos (Tabla 7).
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Figura 10. Curvas de concentracién respuesta a la fenilefrina en condiciones control y en presencia de
concentraciones crecientes de BMY 7378, en E- anillos de aorta sin endotelio y E+ anillos de aorta con
endotelio de ratas diabéticas. En la esquina superior izquierda se presenta la regresion de Shild (n = 6).
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6.8 AFINIDAD APARENTE

El valor de pA: representa el logaritmo negativo de base 10 de la concentracion
molar del antagonista (BMY 7378) que hace necesario duplicar la concentracion del
agonista (fenilefrina) para conseguir la respuesta original subméxima, obtenida en ausencia
del antagonista (ocupacion el 50 % de los receptores involucrados funcionalmente de la

respuesta evaluada).

Los valores de pA obtenidos fueron altos y no se observaron diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 7. Afinidad aparente de BMY 7378 por el receptor aip en arteria aorta de ratas
control, tratadas con etanol, diabéticas y diabéticas tratadas con etanol (n =5-6). Los datos
fueron analizados en el software Winnolin y PHARM/PCS.

PA: E+ E-
Control 8.62 8.28
Etanol 9.06 8.92

Diabetico Etanol 9.62 8.83

Diabetico 9.34 8.72

6.9 DETERMINACION DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR ADRENERGICO

aip EN LA AORTA

Se observo una primera banda con un peso molecular de ~50 kDa, correspondiente

al peso molecular del receptor aip y una segunda banda ~43 kDa correspondiente al peso
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molecular de la proteina B actina (figura 11). De manera basal, el RAa1p incremento casi 3
veces su expresion en la aorta de ratas diabéticas en comparacion del grupo control, etanol

y diabético-etanol.
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Figura 11. Andlisis de Western Blot de la abundancia relativa del receptor aip en la aorta de ratas control,
administradas con etanol, diabéticas y diabéticas administradas con etanol. La figura muestra la intensidad de
la banda del receptor aip en proporcion a la intensidad de la banda de una proteina control (B-actina). Las
barras representan al promedio + el error estdndar de 3 animales por grupo y son expresados en unidades
arbitrarias (U.A.). En la parte superior se muestran bandas correspondientes a un experimento tipico. ANOVA
de una via seguido de la prueba multiple de Tukey, *p < 0.05 vs. el grupo diabético.
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7. DISCUSION

México registra una de las prevalencias mas altas de diabetes e hipertension arterial
en todo el mundo (Campos-Nonato et al., 2021; INEGI, 2021). En su progresion, estas
entidades pueden coexistir y exacerbarse una a la otra, conduciendo al desarrollo de
complicaciones vasculares. El alcohol altera la secrecion de insulina, promueve un estado
de insulinorresistencia y aumenta el riesgo cardiovascular (Tatsumi et al., 2018).
Adicionalmente, el estado de embriaguez en individuos diabéticos afecta su nutricidn,
metabolismo y exacerba la fisiopatologia de la diabetes, aumentando la aparicién de
complicaciones vasculares y conduciendo a una mayor morbilidad y mortalidad

(Munukutla et al., 2016).

En este proyecto se evaluo el efecto del alcohol (3 g/kg de peso) sobre la respuesta
contractil adrenérgica aip en la aorta de ratas con diabetes experimental. Esta dosis
corresponde al consumo de ~15 cervezas 0 15 shots de 40 mL de bebidas con 40 % alcohol
en volumen por un adulto promedio con un peso de 70 kg. El efecto del alcohol en la
literatura sobre la presion arterial ha sido reportado como dependiente de la dosis, mientras
el consumo de bajas cantidades se asocia con una reduccidon de los niveles de presion
arterial, el consumo de altas cantidades de alcohol repercute en un aumento creciente de la
presion arterial en periodos prolongados, este patrdn de consumo parece conservarse en la
diabetes. Diversas investigaciones han reportado efectos benéficos por el consumo de
alcohol en pacientes diabéticos que presentan hipertension (Fuchs y Fuchs, 2021,
Munukutla et al., 2016). Por otro lado, Bomfim y colaboradores (2022) evaluaron los

efectos benéficos reportados por el consumo de alcohol en la diabetes y la hipertension
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empleando vino y su equivalente de alcohol en (g). Estos autores demostraron una
reduccion de la presion arterial sistlica en ratas hipertensas y ratas con diabetes
experimental por la administracion de vino, no asi para su equivalente en alcohol,
concluyendo que los efectos benéficos atribuidos al consumo de alcohol dependen del tipo
de bebida alcohdlica. En este sentido, los efectos benéficos fueron atribuidos a un alto
contenido de antioxidantes que actlan atenuando el estrés oxidativo con la consecuente

mejora de la funcion cardiovascular (Bomfim et al., 2022).

En el presente estudio (figura 5) la progresion de la diabetes se acompafié de un
aumento de la presion arterial y la administracion de una dosis alta (3 g/kg) de alcohol en
las ratas diabéticas no incidio en un aumento mayor de la presion arterial sistolica respecto
al grupo diabético. Las diferencias no distinguibles en la presion arterial, sugerimos, se
deben a que el consumo de alcohol y la progresion de la diabetes afectan sistemas en
comun que modulan la presion arterial, entre ellos la actividad del SNS periférico. El efecto
perjudicial por la administracion de alcohol fue observado en el grupo etanol, en el que los
niveles de la presion arterial sistdlica aumentaron desde la primera semana de
administracion llegando a niveles equiparables a los del grupo diabético y diabético-etanol.
El aumento exhibido en los niveles de la presion arterial en el grupo etanol coincide con las
observaciones de que el consumo de alcohol eleva la presion arterial y el ritmo cardiaco
horas posteriores a su consumo a través de una sobreactivacion del SNS y a una mayor
liberacidn de catecolaminas. Las catecolaminas liberadas inducen el aumento de la presion
arterial promoviendo la vasoconstriccion y el aumento de la resistencia arterial periférica

(Husain et al., 2014).
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En el presente estudio la progresion de la diabetes se acompafio de la elevacion de la
presion arterial, evento en el que sugerimos que la modulacion del SNS desempefia una
participacion esencial. Previamente Zhang y colaboradores (2014) demostraron que la
sobreactivacion del SNS visceral contribuye al aumento de la presion arterial en ratas y
humanos con obesidad o DMII, y que tras ser sometidos a un bypass gastrico la presion
arterial desciende a los parametros normales independientemente de la reduccion del peso.
Estos autores propusieron que la inhibicién de los nervios simpaticos transmite una sefial al
nacleo del tracto solitario lo que a su vez incide en una disminucion de la actividad
simpatica renal, contractilidad y remodelacién vascular (Zhang et al., 2014). En el contexto
de la DMI, se ha observado una interaccion bidireccional entre la microalbuminuria y
modulacion del SNS. Ademaés, se ha constatado que la sobreactivacion simpatica y el
desarrollo de hipertension pueden manifestarse en etapas tempranas de la diabetes incluso
en ausencia de la afectacion de la actividad renal, lo que sugiere la existencia de neuropatia
autonomica. Por consiguiente, proponemos que la presencia de microalbuminuria podria
desempefiar un papel significativo en el aumento de la presion arterial evidenciado en los

grupos diabético y diabético-etanol (Witte et al., 2005).

Los ensayos funcionales en la aorta muestran que en ratas diabéticas la respuesta
contractil adrenérgica a1 se encuentra disminuida (Figura 6A), debido probablemente a
alteraciones en la expresion o en las vias de sefializacion de los receptores ai. Nuestros
resultados concuerdan con lo reportado previamente por Li y colaboradores (2008), quienes
observaron una respuesta hipocontractil a la fenilefrina en las ratas con diabetes
experimental con 11 semanas de progresion, sugiriendo la existencia de modificaciones en

la via del IP3 y en la liberacion del calcio por el reticulo sarcoplasmico, asociando estas

56



alteraciones con el desarrollo de complicaciones vasculares de la diabetes (Ma et al., 2008).
Por otro lado, en contraste con la respuesta hipocontréctil a la fenilefrina observada en este
estudio, Pinho y colaboradores (2010) reportaron una repuesta contractil a la fenilefrina
aumentada en la aorta de ratones con diabetes experimental con 9 semanas de progresion,
concluyendo que PI3K$ es un punto clave en la transduccion de sefiales que conducen a un
aumento de calcio a través de los canales de calcio dependientes de voltaje tipo L por

estimulacion de los receptores o (Pinho et al., 2010).

Se ha sugerido que la coexistencia de diabetes e hipertension aumenta el riesgo
cardiovascular. Khalili y colaboradores investigaron la respuesta contractil en la aorta de
rata con diabetes experimental e hipertension renal, mostrando que el padecimiento
simultaneo de ambas enfermedades exacerba la disfuncion endotelial, en un evento
asociado con la hipercontractilidad de los anillos de aorta a la fenilefrina en el que

propusieron una sobrerregulacion de los ARal en las SMC (Khalili et al., 2012).

La funcion endotelial en el grupo diabético (figura 6B) no modifico la respuesta ol
adrenérgica con respecto al control, lo que sugiere que en los resultados de este estudio el
endotelio vascular no estd modificando la respuesta o adrenérgica. Sin embargo, en la
diabetes la alteracion de la funcion endotelial es un evento reconocido. De acuerdo a Yao y
colaboradores, las células endoteliales son afectadas desde etapas tempranas de la diabetes
al exhibir una memoria metabdlica a los periodos transitorios de hiperglicemia (Yao et al.,
2022). El endotelio desencadena el dafio vascular creando un desequilibrio entre la
biodisponibilidad del NO y la acumulacion de ROS y RNS que conducen al

establecimiento de la disfuncién endotelial (Clyne 2021; Kaur y Singh, 2018).
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La administracién de alcohol a las ratas control y diabéticas mostré un aumento
discreto en la contractilidad (figura 6A), sin llegar a ser significativo. Previamente, Dondas
y colaboradores reportaron la contraccion del musculo géstrico en ratones por una
concentracion de 164 mmol/L de alcohol, sugiriendo que la respuesta contractil inducida
depende directamente de las acciones del alcohol sobre el muasculo liso, descartando la
influencia de un efecto neuronal. Experimentalmente demostraron que la respuesta
contractil estd mediada por la activacion directa de los canales de calcio dependientes de
voltaje tipo L y de la liberacién de calcio por el reticulo sarcoplasmico (Kaplan, et al.,
2009). Esta misma hipotesis ha sido apoyada por la respuesta aumentada a la fenilefrina en
la aorta de ratas administradas con alcohol. En este sentido, Tirapelli y colaboradores
demostraron que el alcohol induce modificaciones en la respuesta vascular en etapas
tempranas de consumo, alrededor de la segunda semana de exposicion, subrayando que el
aumento en la contractilidad vascular es especifica de la respuesta adrenérgica a1 y se
encuentra restringida por la disponibilidad extracelular de calcio (Tirapelli et al., 2006). En
la respuesta estimada, proponemos que el tiempo transcurrido tras la Gltima administracion
de alcohol ~24 horas, engloba los efectos de los metabolitos del alcohol (acetaldehido)

presentes en la circulacidn, un efecto atribuido al estado de abstinencia.

La funcion endotelial del grupo etanol mostré una ligera disminucion en la
contractilidad vascular respecto al grupo control como se presenta en la (Figura 6B). Esta
observacion consideramos puede deberse a alteraciones en la funcion endotelial y a la
presencia de mecanismos compensatorios orientados a atenuar o prevenir la elevacion de la
presién arterial. En contraste con la respuesta contractil disminuida observada en los anillos

de la aorta con endotelio, Mahmoud y colaboradores (2003) reportaron que la
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administracion del alcohol en ratas espontdneamente hipertensas la respuesta contractil
adrenérgica al aumenta en los anillos de aorta con endotelio. Estos autores sugirieron que
la administracion del alcohol bloquea la actividad de los receptores as, sobrerregulando su

expresion en la aorta (Mahmoud et al., 2003).

En el grupo diabetes-etanol la respuesta contractil también disminuyé respecto al
grupo etanol (figura 6A), lo que proponemos podria atribuirse a alteraciones en la funcion y
hemodinamica vascular. La respuesta observada en el grupo diabético-etanol coincide con
las observaciones de Lizarte y colaboradores. Estos autores abordaron el efecto del
consumo de alcohol en ratas diabéticas en la contractilidad y relajacion dependiente de
endotelio en células del madsculo liso carvernoso; en su investigacion reportaron una
disminucion en la respuesta del endotelio, sugiriendo una funcion alterada del musculo liso
al exhibir una menor sensibilidad a los efectos del NO y una disminucion en la via de
sefalizacion dependiente del endotelio NO/GMPc (Lizarte et al., 2010). La menor
sensibilidad de las células del musculo liso a los efectos del NO, aunado al estado
hipocontractil presentado en la diabetes y efectos perjudiciales por la administracion de
alcohol, sugieren una posible exacerbacion de la fisiopatologia diabética. Ademas, el
incremento en la presion arterial también contribuye al desarrollo de las complicaciones

vasculares de la diabetes.

La modulacion ejercida por el SNS en el tono vascular y la resistencia arterial
periférica son ejes rectores en el sostenimiento de la presion arterial y la perfusion a
organos en condiciones fisiologicas. La posible induccion de cambios funcionales y de
expresion de los receptores a: en la vasculatura puede jugar un papel central en la

patogénesis de las alteraciones vasculares consecuencia de la diabetes y el consumo de
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alcohol. Con el objetivo de definir el subtipo de receptor a: que esta participando en la
respuesta evaluada se empled el BMY 7378, un antagonista altamente selectivo del receptor
a1p; este subtipo ha sido definido como el principal actor en la contractilidad vascular. En
la (figura 7) las curvas fueron desplazadas en paralelo a las curvas control, caracteristico de
un antagonismo competitivo tipico. En este sentido, los valores de afinidad aparente (pAz)
obtenidos fueron altos (8.62 SE y 8.28 CE), estos valores coinciden con los valores de
afinidad aparente reportados experimentalmente del receptor oup por el BMY 7378 (8.6 -
9.1), segun la Union Internacional de Farmacologia Clinica y Bésica (Baker et al., 2023).
Las pendientes no fueron diferentes de 1, por lo tanto el analisis de Schild sugiere que el
RAaip se encuentra funcionalmente y de manera predominante en la aorta de rata. Es
importante sefialar que la homogeneidad en los valores de pA: obtenidos en los ensayos con
anillos de aorta con endotelio y sin endotelio (E+ y E-) se deben a la escasa densidad de

receptores oz en la monocapa de células endoteliales y a la posible contribucion a la

respuesta contractil o1 adrenérgica.

La figura 8, muestra que la respuesta contractil de la aorta toracica en el grupo
etanol estd mediada por el receptor aip, adicionalmente el desplazamiento fue mayor
respecto al grupo control y que se obtuvieron de valores de pA: elevados (9.06 SE y 8.92
CE), este patrén de desplazamiento sugiere una mayor densidad funcional del receptor en la
membrana plasmatica. Mientras en el grupo diabético-etanol (figura 9) y diabético (figura
10), los valores de pA: fueron mayores respecto a los otros grupos de tratamiento con
valores (9.62 SE y 8.883 CE) y (9.34 SE y 8.72 CE) respectivamente, sugiriendo que en la

diabetes la respuesta contractil en la aorta toracica de ratas diabéticas esta mediada por el
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receptor aip, ademas de sugerir una mayor densidad funcional en la membrana plasmaética.
Estos resultados coinciden con lo reportado por Park y colaboradores quienes evaluaron la
funcion contractil en la aorta abdominal de ratas con diabetes experimental, y observaron
una contractilidad adrenérgica oz aumentada y al emplear el BMY 7378 se obtuvieron
valores de afinidad aparente del antagonista por el receptor elevados (pA: de 8.49),
concluyendo que la respuesta contractil de la aorta abdominal esta mediada por el receptor
aip. Ademas, evaluaron la distribucion de los distintos subtipos de RAa: por
inmunofluoresencia y Western blot encontrando que los tres subtipos aumentaron su

expresion (Park et al., 2011).

Estos hallazgos sugieren posibles diferencias funcionales entre la aorta abdominal y
la aorta tordcica. Una posibilidad reside en la afectacion diferencial de la arteria en la
region toracica y abdominal; la aorta toracica se ve mayormente afectada por los procesos
de rigidez y remodelacion arterial con la consecuente modificacion del calibre vascular en
el establecimiento de la hipertension arterial, sugiriendo la existencia de dafios
hemodinamicos Yy la disfuncion de 6rganos susceptibles especialmente el rifion (Hashimoto
2014). Ademas, Armenia y colaboradores reportaron que los subtipos oia y aip
corresponden a los de mayor importancia en la vasoconstriccion renal de ratas
espontaneamente hipertensas y con induccion de diabetes experimental (Armenia et al.,

2004).

De los tres subtipos de receptores, los aip han sido los menos estudiados debido a
las dificultades en obtener niveles significativos de expresion y a que la mayor densidad de
receptores se encuentra en vesiculas intracelulares (Janezic et al., 2020). Villalobos-Molina

y colaboradores reportaron que a nivel funcional el RAaip es el principal subtipo implicado
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en el desarrollo de la hipertensién, con una expresion predominate en la aorta de rata
(Villalobos et al., 1999). En la presente investigacion se evaluo la expresion del receptor
aip en la aorta de ratas diabéticas administradas con alcohol (figura 11), el grupo diabético
mostro un aumento significativo en la expresion relativa del receptor en la aorta respecto al
grupo control, etanol y diabético-etanol. La administracion de alcohol 3 g/kg de peso por 21
dias en el grupo diabético-etanol parece atenuar la sobreexpresion del receptor oip
observada en el grupo diabético. Por otro lado, en el grupo etanol, la administracién de

alcohol disminuyé ligeramente respecto al grupo control sin llegar a ser significativo.

El aumento en la expresion del receptor a.1p observado en el grupo diabético (figura
11) contrasta con lo reportado por Rodriguez y colaboradores (2013), quienes evaluaron la
expresion de los receptores ou por Western blot en la aorta de ratas genéticamente
hipertensas con diabetes experimental, sefialando que ninguna de las condiciones modifico
la expresion relativa del receptor a:p (Rodriguez et al., 2013). Mientras que en un reporte
posterior sefialaron que la expresion relativa del receptor oaip estimada por
inmunofluorescencia se incrementa en la diabetes respecto al control, y que en ratas
genéticamente hipertensas la expresion relativa del receptor se incrementd respecto al
grupo diabético, atribuyendo estas diferencias a la evaluacion especifica de la expresion del
receptor aip en la tdnica media y la tunica intima de la aorta (Rodriguez et al., 2017).
Indicamos son necesarios estudios de ARNm, marcadores de autofagia y muerte celular que
aporten luz en la via de sefializacion o blanco puntual afectado por el alcohol que modifica
la expresion del receptor aip en la interaccion con diabetes, ademéas de la relevancia

patoldgica de este evento en las complicaciones de la diabetes.
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En el presente estudio, en contraste con el grupo diabético en el que se observé un
aumento en la expresion del receptor oup de casi 3 veces, en el grupo diabético etanol se
presentd una disminucién en su sin llegar a ser estadisticamente significativa. Las
modificaciones en la expresion de los receptores a1 pueden afectar la funcion renal y
hemodindmica vascular como reportaron Zhao y colaboradores (2014), quienes evaluaron
los niveles de ARNm y la expresion proteica del receptor aup en los rifiones de ratas Zucker
lean y Zucker obesas, en estas Gltimas la expresién del ARNm del receptor oip aumentd
significativamente en lo glomérulos y tabulos renales; estos autores asociaron el
incremento del receptor auup con las lesiones glomerulares y tabulo intersticiales apreciadas
en la nefropatia diabética (Zhao et al., 2014). Por otro lado, Gonulalan y colaboradores
evaluaron los niveles de ARNm de los 3 subtipos en la vejiga de ratas con diabetes
experimental con 8 semanas de progresion, encontrando niveles de ARNm disminuidos de
los subtipos RAaia Y RAaip atribuyendo estd modificacion a un mecanismo para

disminuir en la repuesta de los receptores a los estimulos del SNS (Gonulalan et al., 2012).

La importancia fisiolégica y patoldgica de una modificacion en la expresion
funcional del receptor aip ha sido evidenciada por experimentos con knockout del receptor
aip que demuestran su importancia en la regulacion de la presion arterial, remodelacion
vascular, fibrosis e hipertrofia cardiaca, lesiones renales en animales hipertensos. En un
modelo de sindrome metabolico Li y colaboradores (2023) plantearon que a través de la
modulacion de la actividad del receptor aup Se genera una interrupcion entre el sistema de
retroalimentacion que mantienen la activacion del SNS vy el estado de insulinorresistencia
en la diabetes a pesar de persistir los niveles elevados de adrenalina y noradrenalina (Li et

al., 2023).
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Dadas las observaciones en el presente estudio, proponemos que el efecto del
alcohol sobre la contractilidad a1 adrenérgica en una dosis que asegura el estado de
embriaguez <50 mM en sangre es suficiente para observar un cambio funcional y a nivel de
la expresion de proteina del receptor aip, este hecho fue mayormente apreciado en el grupo
diabético-etanol donde la expresién del receptor disminuyo significativamente respecté del
grupo diabético, sugiriendo que el consumo de alcohol en la diabetes exacerba la

fisiopatologia de la diabetes.

8. CONCLUSION

La administracion de alcohol en una dosis que asegura el estado de embriaguez
presento una respuesta vascular adrenérgica a1 y expresion del receptor adrenérgico aip
disminuida en ratas diabéticas, lo cual podria estar relacionado con la interaccion del
receptor adrenérgico oaip en la diabetes y el consumo de alcohol, lo que sugiere su
participacion en la modulacion de la funcion vascular contractil y contribucion al desarrollo

de las complicaciones vasculares de la diabetes.
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