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Es verdad que en la ciencia no hay caminos reales; que la investigacion se abre

camino en la selva de los hechos, y que los cientificos sobresalientes elaboran

su propio estilo de pesquisas.

Mario Bunge

La ciencia comienza en la confusion y termina en una confusion pero de un

orden superior.
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RESUMEN

La diabetes es una condicién que afecta a mas de 460 millones de personas
alrededor del mundo. Las enfermedades cardiovasculares son las principales
complicaciones de la diabetes y se asocian con la presencia de disfuncién endotelial
(DE) y alteraciones hemodinamicas. Actualmente se considera que la diabetes es
un fuerte factor de riesgo para el desarrollo de hipertension pulmonar (HP), sin
embargo, poco se ha descrito sobre los mecanismos implicados en la comorbilidad
entre diabetes e HP. Hoy en dia existe un gran abanico de estrategias
farmacolégicas dirigidas al tratamiento de la HP no asociada a la diabetes, siendo,
algunos de los farmacos mas empleados los inhibidores de la fosfodiesterasa tipo 5
como el sildenafilo. Evidencias clinicas y experimentales demuestran que el
sildenafilo es capaz de prevenir las complicaciones cardiovasculares secundarias a
la HP y a la diabetes (de manera independiente). A pesar de esto, existen pocas
evidencias que describan el efecto del tratamiento con sildenafilo sobre el lecho
vascular pulmonar y cardiaco durante la HP secundaria a la diabetes. Por lo tanto,
nosotros evaluamos los efectos beneficiosos del tratamiento cronico con sildenafilo
sobre la presion arterial pulmonar y los mecanismos que regulan el tono vascular
pulmonar, al mismo tiempo que la hipertrofia ventricular derecha (HVD) y los
cambios tisulares que ocurren en el ventriculo derecho de ratas con HP secundaria
a la diabetes. Se emplearon ratas Sprague-Dawley que se dividieron aleatoriamente
en cuatro grupos experimentales, la diabetes fue inducida con una dosis Unica de
estreptozotocina (50 mg/kg) y la administracion de sildenafilo (60 mg/kg) ocurrio con
una frecuencia diaria durante 12 semanas. Al término de ese tiempo se evalud la
presion arterial pulmonar, se realizaron ensayos de reactividad vascular pulmonar,
se evaluo la presencia de hipertrofia y los cambios tisulares del ventriculo derecho.
En la presente tesis doctoral, hallamos que el tratamiento cronico con sildenafilo
evita la disminucién de la capacidad relajante dependiente del endotelio y la
hiperrespuesta contractil de las arterias pulmonares. También describimos que la
diabetes provoca HVD, cambios en el tamafio celular y remodelacion del tejido
cardiaco derecho. Dichos efectos fueron evitados por el tratamiento crénico con
sildenafilo. Por lo tanto, la presente tesis doctoral aporta una nueva serie de
evidencias experimentales que indican que el sildenafilo evita la DE arterial
pulmonar, la HP, la HVD y la remodelacion del tejido cardiaco derecho durante la
diabetes.



LISTA DE ABREVIATURAS
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GLOSARIO

Disfuncion diastoélica: Disminucién de la capacidad relajante del corazon.
Disfuncion sistélica: Disminucion de la capacidad contractil del corazon.

Falla mitocondrial de los fibroblastos: La falla mitocondrial de los fibroblastos
deriva en déficit energético, provoca dafio celular y sobre produccion de coladgeno
gue favorece la presencia de fibrosis ventricular.

Fibroblasto: Tipo celular mas comun que se encuentran en el tejido conectivo.
Libera colageno que se utiliza para mantener la estructura de muchos tejidos.

Fibrosis: Formacion patolégica de tejido fibroso (principalmente por aumento del
coldgeno y cambios en la matriz extracelular).

Fraccion de eyeccion: Porcentaje de sangre expulsada de un ventriculo con cada
latido, se obtiene por ecocardiografia y se considera una prueba ideal para la
evaluacion funcional del corazon.

Hipertrofia ventricular: Aumento de la masa muscular del ventriculo en respuesta
a estimulos mecanicos (aumento sostenido de la presion o sobrecargas de
volumen).

Obliteracion arteriopulmonar: Oclusién de la arteria pulmonar.

Poscarga ventricular: Presion que se debe ejercer para vencer la resistencia que
se opone a la eyeccion de la sangre durante la contraccion cardiaca.

Relajacion isovolumétrica: Primera etapa de la relajacion cardiaca. Es la
capacidad cardiaca de variar la extension de acortamiento para un grado dado de
estiramiento inicial, conservando su volumen.

Resistencia vascular pulmonar: Grado de oposicion al flujo sanguineo por parte
de la vasculatura pulmonar.

Sobrecarga ventricular: Condicion patolégica generada por el aumento de presion
y volumen en el ventriculo que provoca el desarrollo de hipertrofia y fibrosis
ventricular.
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1. INTRODUCCION
1.1. Diabetes mellitus

De acuerdo con la Federacion Internacional de la Diabetes (International Diabetes
Federation, 2019), en el 2019 existian mas de 460 millones de diabéticos alrededor
del mundo y estima que la prevalencia alcance los 700 millones de diabéticos para
el 2045. En México, de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud (Shamah-Levy
y cols., 2020), aproximadamente el 10% de la poblacion adulta es diabética. La
diabetes mellitus es una enfermedad crénica y grave que se produce cuando las
células B-pancreéticas no pueden producir la hormona insulina o la hacen de
manera ineficiente, o bien cuando el organismo no puede utilizar de manera eficaz
dicha hormona (International Diabetes Federation, 2019). El principal signo clinico
de diabetes mellitus es el valor elevado de glucosa sanguinea, sin embargo, el
diagnostico de la diabetes debe acompafarse con otras pruebas de laboratorio
como la glucosa en plasma en ayudas, la hemoglobina glicosilada y la identificacion
de caracteristicas clinicas como la poliuria, polidipsia y la pérdida de peso (Instituto

Mexicano del Seguro Social, 2018).

1.1.1. Clasificacién de la diabetes

La diabetes mellitus (que denominaremos en este texto como, diabetes) es una
enfermedad que se puede clasificar considerando las causas que provocan la
hiperglucemia. De acuerdo con la Asociacion Americana de la Diabetes (American
Diabetes Association, 2018), existe una gran variedad de formas de diabetes
relacionadas con trastornos genéticos, endocrinopatias, infecciones, etc., sin
embargo, se identifican tres principales categorias. La diabetes tipo 1, que se
caracteriza por la destruccion inmunomediada o idiopatica de las células [3-
pancreaticas, lo que conduce a una deficiencia parcial o absoluta de insulina, por lo
gue pacientes deben administrarse la hormona (International Diabetes Federation,
2019). La diabetes tipo 2, que es la mas frecuente alrededor del mundo y es de
origen multifactorial, sin embargo, mayoritariamente se desarrolla debido a

condiciones genéticas acompafiadas de factores ambientales (Castro-Juarez y
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cols., 2017) y se caracteriza por presentar una gran cantidad de trastornos
metabdlicos relacionados con la resistencia a la insulina. Por otra parte, la diabetes
gestacional, que aparece en cualquier momento del embarazo, tiene su origen en
factores como la edad avanzada, el sobre peso, la etnia y antecedentes familiares
de diabetes tipo 2 (Lende y Rijhsinghani, 2020).

1.1.2. Complicaciones cardiovasculares de la diabetes

Las enfermedades cardiovasculares son la principal complicacion de la diabetes y
son la principal causa de morbilidad y mortalidad (American Diabetes Association,
2018). La diabetes duplica el riesgo de desarrollar una enfermedad cardiovascular
(International Diabetes Federation, 2019) y se ha descrito que sus principales
complicaciones son retinopatia, nefropatia, neuropatia, accidente cerebrovascular,
hipertension sistémica, cardiopatia coronaria, cardiopatia isquémica e infarto al
miocardio (American Diabetes Association, 2018; International Diabetes Federation,
2019). La aparicion de estas complicaciones depende del tiempo y grado de
hiperglucemia, de la activad fisica del paciente y del tratamiento médico que se

emplee.

1.1.2.1. Complicaciones cardiacas

Las complicaciones cardiovasculares mas frecuentes de la diabetes son las
cardiomiopatias, como la cardiopatia coronaria y la insuficiencia cardiaca
congestiva, que pueden derivar en hospitalizaciones y muertes por sindromes
coronarios agudos, infarto de miocardio y muerte subita (International Diabetes
Federation, 2019). Se estima que la diabetes aumenta hasta cuatro veces mas la
probabilidad de desarrollar fallas cardiacas diastélicas con fraccion de eyeccion
preservada y sistolica con fraccidén de eyeccion reducida (Shah y Brownlee, 2016).
La diabetes provoca cardiomiopatia con disminucion de la perfusién microvascular
debida a disfuncion endotelial (DE) e incremento en la deposicion de colageno

acompafado de fibrosis y remodelacion del miocardio, lo que provoca la falla



cardiaca tanto sistélica como diastolica (Burchfield y cols., 2013). Los pacientes
diabéticos presentan arritmias ventriculares (Shah y Brownlee, 2016) y/o cardiopatia
isquémica, factores de riesgo para generar insuficiencia cardiaca (Nahar y Ahmed,
2019). En este sentido, en los pacientes con diabetes presentan factores de riesgo
relacionados con el desarrollo de la cardiopatia isquémica y la hipertension arterial
(Arrieta y cols., 2018).

El mecanismo implicado en los cambios mecéanicos y celulares que conducen a las
complicaciones cardiacas, incluye la disminucién de la transcripcion de la ATPasa
de calcio del reticulo sarcoplasmico (SERCA) y el aumento de la fosforilacion del
receptor de rianodina por activacion de la cinasa tipo 2 de calcio calmodulina
(CaMKiIl) (Erickson y cols., 2013). Dichos cambios dan lugar al aumento de la
concentracion intracelular de calcio, lo que contribuye a la presencia de arritmias
por la formacion de complejos ventriculares prematuros y post despolarizaciones
tardias, asi como la activacion de una via mitocondrial oxidativa (Su y cols., 2017).
Estos mecanismos juegan un papel muy importante en el desarrollo de las
complicaciones cardiacas ocasionadas por la diabetes, sin embargo, existen una
gran variedad de alteraciones bioquimicas, metabdlicas y celulares como cambios
en la actividad de diversas enzimas y factores de transcripcion, resistencia a la
insulina, presencia de inflamacion y fibrosis, asi como el aumento de las especies
reactivas de oxigeno (ROS). Por lo tanto, en conjunto, esta serie de cambios
contribuyen al incremento de miocardiopatia, infarto y muerte durante la diabetes
(Shah y Brownlee, 2016).

1.1.2.1.1. Complicaciones del ventriculo izquierdo

La diabetes es una enfermedad que provoca multiples alteraciones bioquimicas y
metabdlicas mediadas principalmente por el estatus oxidativo (Shah y Brownlee,
2016), que provocan la aparicibn de complicaciones como la remodelacion del
ventriculo izquierdo (V1) que se caracteriza principalmente por la presencia de
fibrosis e hipertrofia ventricular izquierda (HVI), acompaniado de insuficiencia

cardiaca (IC) y fraccién de eyeccion reducida (Singh y cols., 2020). En este sentido,
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la remodelacion del VI se ha asociado con disfuncién diastélica y aumento de la

mortalidad en pacientes diabéticos adultos (Litwin y cols., 2020).

1.1.2.1.1.1. Disfuncion del ventriculo izquierdo

Una de las evidencias mas recurrentes que demuestran la insuficiencia cardiaca
izquierda es la disminucién del porcentaje de la fracciéon de eyeccion del VI (Singh
y cols., 2020), aunque también se ha reportado la disfuncién diastélica y fibrilacién
del VI con fraccién de eyeccién conservada (Tadic y Cuspidi, 2021). Se sabe que
la diabetes no solamente implica alteraciones en el metabolismo de la insulina, sino
gue también es un predictor de enfermedad cardiovascular e IC (Oikonomou y cols.,
2018). Se ha descrito que la presencia de IC en el VI esta mediada principalmente
por la aparicion de alteraciones en la homeostasis del calcio, en el metabolismo de
los acidos grasos libres, el aumento del estatus redox y la aparicion de productos
de glicosilacion avanzada en los cardiomiocitos (Shah y Brownlee, 2016). Otro
mecanismo implicado en la disfuncion del VI que quizé se encuentra a la par de los
anteriormente mencionados, es la alteracion en las redes mitocondriales de los
cardiomiocitos diabéticos, esto ocasiona alteraciones en la comunicacion
intracelular y modifica la capacidad de adaptacion del cardiomiocito (Popov, 2017).
En este sentido, se ha reportado que las alteraciones bioquimicas y celulares del
cardiomiocito estan asociadas con la disminucion del rendimiento sistolico y

diastdlico del VI (Oikonomou y cols., 2018).

1.1.2.1.1.2. Rigidez ventricular izquierda

La fibrosis ventricular izquierda puede ser considerada como la causa mas comun
de rigidez cardiaca. Comunmente los pacientes diabéticos desarrollan hipertension
arterial sistémica, dando lugar a cambios en el sobre el tejido ventricular izquierdo,
como remodelacion y rigidez del VI a consecuencia de la fibrosis (Black y cols.,
2010). El proceso de rigidez ventricular implica la acumulacion de colageno que

puede localizarse en el area intersticial, perivascular o sobre el tejido conectivo



(Webery cols., 1992) y esta asociada con la aparicion de la rigidez diastolica (Black
y cols., 2010). Se sefala a la desregulacion de la sintesis de coldgeno y fibronectina,
asi como un desequilibrio de las metaloproteasas de la matriz extracelular como
principales mecanismos implicados en el desarrollo de rigidez ventricular y como
principal causa de la fibrosis (Lin y cols., 2017). Adicionalmente el colageno es una
molécula susceptible a los productos de glicosilacion avanzada ocasionados por la
diabetes, lo que agrava los procesos de rigidez ventricular debido a que estas
moléculas se acumulan y provocan el dafio del tejido cardiaco (Vlassara y Palace,
2002). La presencia de fibrosis del VI puede derivar en alteraciones de las
capacidades eléctricas y mecéanicas del cardiomiocito, que se asocian con mayor

riesgo de infarto al miocardio (Black y cols., 2010).

1.1.2.1.1.3. Hipertrofia ventricular izquierda

La prevalencia de hipertension arterial sistémica en los pacientes diabéticos es muy
alta, aunque de acuerdo con datos de la Organizacion Mundial de la Salud varia
dependiendo de la raza. La diabetes en comorbilidad con la hipertension arterial
sistémica representa un mayor riesgo para desarrollar efectos cardiovasculares
adversos, que inciden principalmente en el VI (Zhang y cols., 2020). En este sentido,
existen multiples evidencias de que la diabetes provoca el desarrollo de HVI (Liny
cols., 2017; Litwin y cols., 2020; Singh y cols., 2020; Li y cols., 2021), es decir que,
de manera independiente a la hipertension arterial sistémica, la diabetes actia como
un factor de riesgo para la remodelaciéon anémala del VI mediado principalmente
por los desérdenes metabdlicos en el cardiomiocito (Li y cols., 2021). Durante la
diabetes se presenta disfuncion diastolica del VI acompafiada del incremento de la
masa del VI, especificamente detectado como el aumento del grosor de la capa
ventricular izquierda (Li y cols., 2021), ademas el desarrollo de HVI esta asociado
con la presencia de fibrosis (Lin y cols., 2017). Por lo tanto, la HVI durante la
diabetes puede desembocar en el desarrollo de arritmias, isquemia, falla cardiaca

congestiva y muerte subita (Li y cols., 2021).



Evidencias clinicas demuestran que el grado de remodelacion del VI durante la
diabetes es dependiente de la concentracidon de la glucosa y de la presién arterial
sistémica (Zhang y cols., 2020), por lo tanto, el control de la glucosa sanguinea
reduce las complicaciones cardiovasculares como la HVI (Brown y cols., 2020).
También se ha demostrado que la sobreexpresion de la enzima convertidora de la
angiotensina 2 esta involucrada en la remodelacion del VI (Hao y cols., 2015). En la
misma direccion, uno de los mecanismos mas relevantes en el desarrollo de HVI
durante la diabetes se centra en los cotransportadores tipo 2 de sodio y glucosa
(Brown y cols., 2017). La desregulacion de este cotransportador ocasiona la
presencia de edema intersticial, aumento del intercambio sodio-hidrégeno, cambios
en la capacidad bioenergética del cardiomiocito y también se asocia con el aumento
de la precarga y poscarga del VI (Brown y cols., 2020). Ademas, la HVI impide el
llenado del VI durante la sistole, provoca insuficiencia cardiaca diastolica, reduce la
perfusion coronaria y es considerada arritmogénica (Brown y cols., 2017).

1.1.2.1.2. Complicaciones del ventriculo derecho

Ya hemos resaltado que la diabetes es una enfermedad que induce la aparicion de
cardiomiopatias, esto implica la alteracion del tejido cardiaco completo en su porcién
izquierda y derecha. A pesar de que han sido desatendidas las complicaciones de
la diabetes sobre el ventriculo derecho (VD) y de que existe una menor cantidad de
informacion sobre ellas, estas complicaciones son tan relevantes como las que se
presentan en el VI. Al igual que en el tejido ventricular izquierdo, las complicaciones
del VD estdn mediadas por los problemas bioquimicos y metabdlicos del
cardiomiocito generados por la diabetes (Shah y Brownlee, 2016). Se ha
demostrado que la diabetes se asocia de manera independiente al desarrollo de
complicaciones en la poscarga del VD (Gorter y cols.,, 2018), y provoca
remodelacion y cambios estructurales (Linssen y cols., 2020), que de manera
temprana ocasiona disfuncién diastolica (Miao y cols., 2014) y sistélica (Gorter y
cols., 2018), y que finalmente provocan la aparicion de insuficiencia ventricular

derecha.



1.1.2.1.2.1. Disfuncién del ventriculo derecho

La remodelacion y el aumento de la masa del VD se ha asociado con mayor riesgo
de insuficiencia cardiaca (Linssen y cols., 2020). Actualmente se desconoce gran
parte de los mecanismos implicados en la disfuncion del VD ocasionada por la
diabetes. A pesar de ello, se ha descrito que la diabetes provoca disfuncion
diastélica (Kosmala y cols., 2004; Kosmala y cols., 2007) y sistélica en el VD y que
estos resultados podrian explicarse de la misma manera que en el VI (Nahar y cols.,
2019). Recientemente se ha descrito en pacientes con insuficiencia cardiaca, que
la disfuncién del VD ha sido un mayor predictor de mortalidad comparado con la
disfuncion del VI (Linssen y cols., 2020).

Los mecanismos implicados en el desarrollo de la disfuncién del VD durante la
diabetes se pueden agrupar de manera directa e indirecta. Los mecanismos que
afectan al cardiomiocito de manera directa son la fibrosis, aumento del estatus
oxidativo, la alteracion de la homeostasis del calcio y del metabolismo celular,
(Boudina y Abel, 2007) por otra parte, los mecanismos que afectan de manera
indirecta la funcién del VD estan relacionados con el sistema vascular como la
rigidez vascular y la disfuncidén microvascular (Whitaker y cols., 2018), asi como los
cambios mecanicos inducidos por el VI a través de la pared septal y el pericardio

(Linssen y cols., 2020).

1.1.2.1.2.2. Rigidez ventricular derecha

La remodelacion del VD durante la diabetes estd mediada principalmente por la
fibrosis de la pared libre ventricular (Hao y cols., 2015), es decir que la rigidez del
VD tiene un rol importante durante la diabetes. En el mismo sentido que la rigidez
ventricular izquierda, los principales mecanismos mediadores de la fibrosis se basan
en la acumulacion de colageno vy fibronectina en el espacio intersticial y conectivo
(Weber y cols., 1992), al igual que el desequilibrio de las metaloproteasas de la
matriz extracelular (Liny cols., 2017). Evidencias clinicas y experimentales sugieren

gue la hiperactivacién de los sistemas dependientes de angiotensina 2 participan



activamente en la induccién de la fibrosis ventricular (Hao y cols., 2015; Touyz y
Montezano, 2018). También las evidencias indican que la sobreexpresion de los
receptores tipo 1 y 2 de angiotensina y de la ATPasa dependiente de calcio del
reticulo sarcoplasmico estan implicados en el desarrollo de fibrosis del VD (Hao y
cols., 2015). La presencia de la fibrosis ventricular derecha durante la diabetes es
muy recurrente, pues se ha demostrado que incluso con un grado leve de diabetes
se presenta fibrosis perimisial (Nunoda y cols., 1985). Por lo tanto, la fibrosis
adquiere gran importancia en el mecanismo de la disfuncion del VD.

1.1.2.1.2.3. Hipertrofia ventricular derecha

El estudio de la hipertrofia ventricular derecha (HVD) ocasionada de manera
independiente por la diabetes cuenta con muy pocos datos, y en la mayoria de los
reportes el origen de la remodelacion ventricular derecha se asocia con el aumento
de la presion arterial pulmonar (que se describe mas adelante). Sin embargo, los
reportes existentes indican que la diabetes provoca la desregulacion hormonal y
metabdlica cardiaca, esto conduce al aumento de la actividad de la angiotensina
gue da origen a anormalidades como el desarrollo de HVD (Romani-Pérez y cols.,
2015). La remodelacion del VD se considera un efecto secundario a las anomalias
metabdlicas secundarias a la diabetes (Widya y cols., 2013) y la evidencia
confirmatoria de la presencia de HVD durante la diabetes es el aumento del
didametro medio del cardiomiocito del VD respecto al didmetro medio de

cardiomiocitos del VD sin diabetes (Nunoda y cols., 1985).

1.2. Hipertension pulmonar

La hipertension pulmonar (HP) se define por valores de presién arterial pulmonar
media en reposo de 20 mmHg o superiores, acompafiado de un valor de 3 0 méas
unidades de Wood (Galieé y cols., 2019). Hasta el dia de hoy, la HP sigue siendo
considerada una enfermedad incurable y fulminante que se caracteriza por tener

como principales manifestaciones clinicas a la disnea, presencia de debilidad,



fatiga, soplos de insuficiencia pulmonar, cianosis y sincope (Simonneau y cols cols,
2019).

1.2.1. Clasificacion de la hipertensién pulmonar

El origen de la HP puede ser multifactorial y se clasifica en distintos grupos. Uno de
los principales propdsitos de clasificar a la HP es asociar las condiciones clinicas
con los mecanismos fisiopatoldégicos que dan su origen (Simonneau y cols, 2019).
La clasificacion mas comun de la HP es la llamada clasificacion clinica que toma en

cuenta los factores que dan origen a la enfermedad (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de la hipertension pulmonar (modificada de Simonneau y cols.,
2019).

Grupo Definicion Fisiopatologia

Idiopatica, hereditaria, inducida por farmacos y toxinas,

Hipertensién arterial ; . . ”

1 pulmonar compromiso venoso/capilar, VIH, hipertension portal o
cardiopatias congénitas.

Hipertensién pulmonar | Insuficiencia cardiaca izquierda, cardiopatia valvular,
2 debida a enfermedad del | condiciones cardiovasculares congénitas que provocan HP

corazon izquierdo poscapilar.

Hipertension ulmonar . - .

PE b Enfermedad pulmonar obstructiva, restrictiva o mixta,

3 debida a enfermedades

o hipoxia, trastornos pulmonares del desarrollo.
pulmonares y/o hipoxia

Hipertensién pulmonar
4 debida a obstrucciones de
la arteria pulmonar

Tromboembolismo crénico y otras obstrucciones de la
arteria pulmonar.

Hipertensién pulmonar
debida a mecanismos | Cardiopatias congénitas complejas, trastornos
poco claros y/o | hematoldgicos, sistémicos y metabdlicos, y otros.

multifactoriales

1.2.2. Complicaciones vasculares

Independientemente del tipo de HP que se desarrolle, esta condicion afecta
drasticamente la vasculatura pulmonar. Una de las alteraciones mayoritariamente
reportadas en este lecho vascular durante la HP es la alteracion del mensajero y del

receptor tipo 2 de la proteina morfogenética de hueso (BMPRII). Este receptor



pertenece a la superfamilia del factor de crecimiento transformante 3 (Portillo y cols.,
2010), por lo que su alteracién estd implicada en mdultiples alteraciones de las
células vasculares que conducen a la proliferacion celular y alteraciones
metabdlicas (Portillo y cols., 2010; Thenappan y cols., 2018). Durante la HP también
se presenta la remodelacion de la matriz extracelular acompafada del aumento y
redistribucion del colageno, asi como ruptura de laminas elasticas (Thenappan y
cols., 2018-B). En el mismo terreno extracelular se desarrolla desequilibrio en las
enzimas proteoliticas como las metaloproteasas y esto conduce a disfuncion de las
células endoteliales e inflamacion (Thenappan y cols., 2018-B). En general la
desregulacion de la matriz extracelular y los cambios vasculares del colageno
provocan rigidez vascular que se ha asociado con la proliferacion de las células
vasculares y el engrosamiento de las capas intima y media de las arterias

pulmonares (Thenappan y cols., 2018-B).

El endotelio es una capa vascular que regula el tono vascular y también sufre
alteraciones durante la HP. En este sentido, el endotelio presenta alteraciones en
la apoptosis y proliferacion, procesos que se asocian con el aumento de estrés
oxidativo (LOpez-Lopez y cols., 2008) junto con una desregulacion energética a
consecuencia de un dafio mitocondrial (Yu y Chan, 2017). La inflamacion también
se presenta en el lecho vascular y esta mediada principalmente por cambios en los
complejos de citocinas, linfocitos, macrofagos, células natural killer y anticuerpos,
por lo que se sugiere que la HP también puede ser una enfermedad inmunomediada
(Yuy Chan, 2017; Thenappan y cols., 2018).

1.2.3. Complicaciones cardiacas

Los sintomas de la HP tienen su origen en el sobreesfuerzo cardiaco, por lo que
incluyen disnea, fatiga, dolor precordial por oclusién de arteria coronarias,
distension del segundo ruido cardiaco (Humbert y cols., 2009; Galié y cols., 2009) y
falla del VD (Whitaker y cols., 2018). La HP se caracteriza por generar lesiones
vasculares pulmonares resultando en la disminucion de la perfusion distal y dafio

del VD (Rajagopal y Yu, 2022). Los cambios que ocurren en el tejido cardiaco estan
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inducidos por los cambios estructurales y funcionales de las arterias pulmonares
durante la HP que provocan el aumento de la poscarga ventricular derecha y
finalmente el desarrollo de cambios funcionales, morfolégicos e histolégicos que
explican la aparicion de HVD e insuficiencia cardiaca derecha (Thenappan y cols.,
2018; Rajagopal y Yu, 2022).

1.2.3.1. Cambios funcionales del ventriculo derecho

La obliteracién y obstruccién de las arteriolas pulmonares conducen al aumento de
la resistencia arterial pulmonar, aumento de la poscarga ventricular derecha,
desarrollo de HVD e insuficiencia cardiaca derecha (Rajagopal y Yu, 2022). Se
considera que la funcion del VD determina la supervivencia del paciente, por lo que
la insuficiencia cardiaca derecha resulta ser la principal causa de mortalidad en
pacientes con HP (Lan y cols., 2018). Se ha descrito que la sobrecarga ventricular
derecha conduce a la activacion de la via del factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B) en los fibroblastos, lo que provoca fibrosis ventricular por
remodelacion y representa uno de los principales contribuyentes en la falla del VD
(Khateeb y cols., 2019).

Por otra parte, los cambios hemodinamicos generados por la HP a consecuencia de
la lesion por presidn sostenida y congestion venosa son la principal causa de la
disminucion del gasto cardiaco (McLure y Peacock, 2009) y el desarrollo de
insuficiencia cardiaca derecha con fraccion de eyeccion reducida o conservada
(Guazzi, 2018). La insuficiencia cardiaca derecha estd acompafada de alteraciones
en la precarga, aumento de la poscarga y falla en el soporte mecanico, por lo que
involucra cambios adaptativos y desadaptativos en el VD (Cassady y Ramani,
2020).

1.2.3.2. Cambios morfolégicos del ventriculo derecho

En condiciones normales, el VD tiene una forma geométrica definida y presenta una

pared ventricular delgada (aproximadamente una sexta parte de la masa del Vi),
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ademas con aproximadamente el 25% de trabajo sistdlico bombea la misma
cantidad de sangre que el VI debido a la baja resistencia de la arteria pulmonar
(McLure y Peacock, 2009). Sin embargo, bajo condiciones de HP el cambio del
volumen sistélico del VD es uno de los cambios clinicamente mas relevantes ya que
se correlaciona con la funcion del ventriculo (Grunig y Peacock, 2015). Se ha
descrito que la HP aumenta el volumen telesistdlico y telediastolico, alterando la
capacidad sistélica y diastolica del VD (McLure y Peacock, 2009; Griinig y Peacock,
2015). De manera recurrente se ha demostrado la presencia de HVD (aumento de
la masa del VD) como efecto compensatorio al aumento de la poscarga pulmonar,
efecto que fue medido con un indice de masa ventricular (indice de Fulton) que se

considera de alta especificidad y sensibilidad (McLure y Peacock, 2009).

La evaluacion morfolégica del VD durante la HP es relevante al momento de
determinar la progresion y gravedad de la enfermedad. En este sentido la
evaluacion morfologica del VD durante la HP se ha realizado empleando las
técnicas de ecocardiografia y resonancia magnética. Estos estudios han
evidenciado el desplazamiento del septum interventricular, identificado por la
presencia de un mayor indice de excentricidad, ademas se presentan cambios en
la longitud de las fibras miocardicas acompafiado de derrame pericardico del VD
(Griinig y Peacock, 2015) y cambios en la capacidad mecéanica de la pared del VD
(McLure y Peacock, 2009).

1.2.3.3. Cambios histologicos del ventriculo derecho

Se ha demostrado que los corazones con HVD secundaria a HP muestran
disminuciéon en la capacidad de angiogénesis, cambios en la sefializacion
adrenérgica, alteracion del metabolismo mitocondrial del cardiomiocito y fibrosis del
VD (Tian y cols., 2018).

Con respecto a la HVD, histolégicamente se ha demostrado que la HP induce el
aumento del tamafio de los cardiomiocitos del VD (Rai y cols., 2018), quiza a través

de la fragmentacion mitocondrial, proceso que implica la desregulacion de proteinas
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de control mitocondrial como Drpl y algunas mitofusinas (Tian y cols., 2018).
Ademas, la disfuncion mitocondrial provoca la disminucién de la apoptosis, el
aumento en la tasa de proliferacién de fibroblastos y la produccién de colageno tipo
lll (Tian y cols., 2018). Por lo tanto, todo este conjunto de mecanismos también
explica la presencia de fibrosis del VD (principal causa de rigidez ventricular). Se ha
demostrado que la fibrosis del VD participa en el mecanismo de insuficiencia
ventricular durante la HP y que la presencia de fibrosis en la pared libre del VD es
un componente que se asocia con los cambios ventriculares adversos (Kim y cols.,
2021).

La disminucion de la concentracion del guanosin monofosfato ciclico (GMPc) se ha
asociado con la presencia de fibrosis e hipertrofia cardiaca (Rai y cols., 2018; Tian
y cols., 2018; Khateeb y cols., 2019; Kim y cols., 2021). Las evidencias indican que
la HP provoca fibrosis con alto contenido de colageno tipo Il presente en la matriz
extracelular (Tian y cols., 2018; Rai y cols., 2018). El mecanismo propuesto para
este proceso se centra en los receptores tipo TGF-B a través de la activacién de
proteinas Smad (reguladas por GMPc) y sus respectivos factores de transcripcion
(Raiy cols., 2018). Esta evidencia se fortalece y adquiere mayor especificidad sobre
el VD (que hipotéticamente deberia ser el Unico ventriculo afectado durante la HP)
ya que recientemente se ha descrito con resonancia magnética la pared libre del VD
presenta una alta densidad de colageno sin afectar la pared libre del VI (Kim y cols.,
2021).

1.2.4. Tratamiento farmacoldgico para la hipertension pulmonar.

No existe un unico tratamiento para de la HP, debido a que su origen puede ser
multifactorial y su progresion variada. Recientemente en el 6° simposio mundial
sobre HP un grupo de expertos enfatizé la importancia de tratar a los pacientes
hipertensos pulmonares en funcion del riesgo y seguimiento, donde el tratamiento
se base en la gravedad y en los riesgos multiparamétricos de cada paciente (Galie
y cols., 2019). La aplicacion de un algoritmo de tratamiento (monoterapia o terapia

combinada doble o triple) debera estar asignado en funcion de los riesgos del
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paciente, que deben ser calculados respecto a parametros y biomarcadores clinicos
hemodinamicos, pulmonares y cardiacos (Galié y cols., 2019; Simonneau Yy cols,
2019). Actualmente existen diversos medicamentos aprobados o experimentales
que han demostrado reducir la presion arterial pulmonar, restaurar la reactividad
vascular pulmonar, mejorar la hemodinamia, la clinica y la supervivencia
(Simonneau y cols, 2019). Sin embargo, de acuerdo a la Guia de la Practica Clinica
del Instituto Mexicano del Seguro Social, en México los medicamentos aprobados
para el tratamiento de la HP en el adulto son los antagonistas de los receptores de
la endotelina (ambrisentan), bloqueadores de los canales de calcio (amlodipino y
nifedipino), anticoagulantes (warfarina), suplementos de hierro (sulfato ferroso) e
inhibidores de la fosfodiesterasa tipo 5 (sildenafilo) (Instituto Mexicano del Seguro
Social, 2010), los cuales pueden ser administrados solos o combinados, de acuerdo

con las guias internacionales.

1.2.4.1. Efecto del sildenafilo en el sistema cardiopulmonar

El citrato de sildenafilo es un farmaco inhibidor de la PDES5 (iPDE5) creado para el
tratamiento de angina de pecho y enfermedades coronarias, pero que es indicado
principalmente para el tratamiento de la disfuncién eréctil (Alay cols., 2021). A partir
del 2005 la FDA de los Estados Unidos lo incorporo en la lista de tratamientos para
la HP y hasta la fecha ha permitido mejorar la calidad de vida de los pacientes, y
representa una terapia paliativa efectiva (Bhogal y cols., 2019). Esto ha hecho que
el sildenafilo se posicione como uno de los medicamentos de mayor interés a nivel
clinico y experimental principalmente para el tratamiento de la HP y otras

enfermedades cardiovasculares (Ala y cols., 2021).

La fosfodiesterasa tipo 5 (PDES5) es una ciclasa especifica para GMPc, por lo que
su actividad reduce la concentracion de este segundo mensajero. El sildenafilo es
un inhibidor competitivo de la PDE5 (Wallis, 1999), y ya que es un compuesto
guimico con una estructura muy semejante al GMPc, se considera como un inhibidor
selectivo para la PDES (FDA, 2014).
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En condiciones normales, gran parte de la regulacion contractil del corazon es a
través de la via de sefalizacidn del 6xido nitrico (NO). Este se produce en las células
del sistema cardiovascular (células endoteliales y cardiomiocitos) a través de la
activacion de la enzima guanilato ciclasa y difunde de manera paracrina en células
vasculares y autocrina en los cardiomiocitos regulando el tono vascular y modulando
la contractilidad de los cardiomiocitos dosis-dependiente (Smilji¢ y cols., 2014). A
nivel cardiovascular, las acciones protectoras del sildenafilo estan relacionadas con
el mecanismo celular de la via de sefalizacion mediada por la inhibicién de la PDES
y consecuente activacion del eje GMP-Proteina cinasa dependiente de GMPc
(PKG), tanto en los miocitos ventriculares como en la vasculatura pulmonar (Patel y
cols., 2017). Por lo tanto, uno de los mecanismos mas importantes para lograr la
potenciacion de la via de sefializacion es a través del incremento del GMPc
citosolico por la inhibicion de la PDES5 (Wilkins, 2012).

El sildenafilo no es un relajante directo, pero si mejora el efecto del NO por inhibicion
competitiva de la PDE5 (Figura 1) y su posterior incremento en la concentracion del
GMPc (Wallis, 1999; FDA, 2014). El efecto inhibitorio del sildenafilo sobre la PDE5
es considerado uno de los mas potentes comparado con otros tipos de
fosfodiesterasa (PDE) y sus correspondientes moléculas inhibitorias (FDA, 2014).
Es sabido que el sildenafilo puede inhibir otras PDE ademas de la PDES5, esto es
cierto principalmente con respecto a la PDE3 y 6, sin embargo, se considera que el
sildenafilo presenta una afinidad 4 mil veces menor para la PDE3 y presenta solo
una décima parte de su afinidad por la PDE6 (FDA, 2014). Pese a que podria
parecer un gran porcentaje de afinidad por la PDEG6, en el terreno cardiovascular
esta PDE no es de gran relevancia ya que se considera mayoritariamente expresada

en retina (Kayik y cols., 2017).
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Figura 1. Estructura del sildenafilo en complejo con la fosfodiesterasa
tipo 5. A. Estructura quimica del sildenafilo. B. Complejo sildenafilo-PDE5, se
resalta la estructura quimica del sildenafilo y se representa la inhibicion
competitiva de la PDES5. (A, figura de dominio publico; B, modificada de NCBI,
Structure Summary MMDB, 2022).

1.2.5. Fosfodiesterasa tipo 5

Las fosfodiesterasas son un conjunto de metalohidrolasas que catalizan reacciones
de descomposicion de nucleotidos ciclicos, de adenosin monofosfato ciclico (AMPc)
0 GMPc a AMP y GMP inactivos (Das y cols., 2015). Las PDE se clasifican en 11
familias (PDE1 - PDE1l) y se encuentran en todos los tejidos de sistemas
vertebrados y mamiferos, aunque su distribucién puede variar de acuerdo con el
tejido (Kayik y cols., 2017; Andersson, 2018). De esta superfamilia de PDE, las PDE
5, 6 y 9 son especificas para GMPc, las PDE 4, 7 y 8 son especificas para AMPc y
las PDE 1-3, 10 y 11 presentan doble especificidad sobre el AMPc y GMPc (Lee y
Kass, 2012; Das y cols., 2015).

La hidrdlisis del GMPc en el sistema cardiovascular esta regulada por las PDE 1, 2
y 5 (Lee y Kass, 2012). Sin embargo, la PDES5 tiene mayor dominio en la regulacion
del GMPc este sistema (Das y cols., 2015; Kayik y cols., 2017), por esta razén, la
comunidad cientifica ha colocado la mayoria del esfuerzo en el estudio de esta PDE

y su relacién con las enfermedades cardiovasculares. EI GMPc es un segundo
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mensajero intracelular producido por la union de ligandos a proteinas guanilato
ciclasas, y cumple con la regulacion de diversos sistemas fisiol6gicos como el
crecimiento celular, metabolismo, inflamacién, apoptosis, tono vascular, contraccién
cardiaca, entre otros (Ahmed y cols., 2021). Por lo tanto, estos procesos son
regulados por la PDES.

1.2.5.1. Estructurade lafosfodiesterasatipo 5

La PDES5 es una fosfodiesterasa 3°,5 -ciclasa especifica de GMPc, es una proteina
homodimérica y esta conformada por 875 aminoacidos plegados en forma de a-
hélices y hojas B antiparalelas (Ahmed y cols., 2021). La PDES5 cuenta con dos
dominios, el dominio 1 esta constituido por los aminoacidos 164 — 314 y corresponde
al sitio C-terminal que contiene los sitios putativos para la unién de los metales
divalentes ion zinc (Zn?*) o ion magnesio (Mg?*) y dominios llamados GAF
(fosfodiesterasa dependiente de GMP de mamiferos ¢, Anabaena adenilil ciclasa y
E. coli FhIA), el dominio 2 estd constituido por los aminoacidos 346 — 503 y
corresponde al sitio N-terminal que contiene también dos sitios GAF de unién al
GMPc (Figura 1) (Madej y cols., 2014; NCBI, Structure Summary MMDB, 2022;
Uniprot, 2022).

La PDES5 contiene dominios GAFa y GAFg en tandem, y son las regiones de union
al GMPc (Kayik y cols., 2017; Ahmed y cols., 2021). EI dominio GAFa contiene el
sitio activo de union al GMPc que inicia la actividad de la enzima a través de la
fosforilacion en la posicion ser92. Para la activacion de este dominio se requiere la
participacion del extremo C-terminal de la proteina que contiene el dominio de unién
al metal divalente ya que actia como cofactor enzimético (Das y cols., 2015),
aunque bajo ciertos estimulos también puede actuar con actividad catalitica (Ahmed
y cols., 2021). Sin embargo, ya que el dominio GAFa es principalmente el sitio activo,
el dominio GAFg posee actividad principalmente regulatoria (Lee y Kass, 2012;
Kayik y cols., 2017).
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Figura 2. Fosfodiesterasa 3",5"-ciclasa especifica de GMPc. A. Estructura
gue resalta el dominio 1 de la PDE5 que contiene los sitios de unién a los
metales divalentes zinc (Zn?*) y magnesio (Mg?*). B. Estructura que resalta el
dominio 2 de la PDES5 que contiene los sitios de unién a GMPc. (Modificada de
Madejy cols., 2014; NCBI, Structure Summary MMDB, 2022).

1.2.5.2. Actividad enzimética de la fosfodiesterasa tipo 5

La PDE5 es una proteina multidominio que cuenta con su dominio catalitico en la
porcion C-terminal y su dominio regulador en la porcion N-terminal con sus
respectivos dominios GAF que también colaboran en la dimerizacion de la proteina
(Ahmed y cols., 2021). Tanto en la porcion C como N-terminal, los dominios GAFa
son el sitio de unién del GMPc, union que se logra gracias a la interaccion de los
hidrogenos del grupo guanina del GMPc con el residuo de &cido aspartico del
dominio GAFa (Kayik y cols., 2017; Ahmed y cols., 2021). Respecto al dominio
GAFGg, se ha descrito que contribuye para lograr la dimerizacion de la PDE5 y puede

aumentar la afinidad de unién del dominio catalitico (Ahmed y cols., 2021).

El sitio de unién al GMPc se crea gracias a la geometria de coordinacion entre el
Zn?*, Mg?*, histidina, aspartato y moléculas de agua. El Zn?* actlia como &cido de
Lewis y activa el grupo hidroxilo extraido de las moléculas de agua que se inserta
gracias a los iones metalicos divalentes en el grupo fosfato, permitiendo la ruptura
del enlace fosfodiéster del GMPc y obteniendo como producto el 5"GMP (Ahmed y
cols., 2021) (Figura 3).
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Cuando la concentracion de GMPc se eleva en la célula, se une alostéricamente
con el sitio regulador de la PDES y esto aumenta la actividad del dominio catalitico
(Ahmed y cols., 2021). Ademas, se ha reportado que la activacion de la PKG logra
fosforilar a la PDE5 y aumentar su actividad catalitica (Lee y Kass, 2012). Este
mecanismo dependiente de GMPc representa un proceso de autorregulacion de los
niveles de GMPc mediado por la PDE5 (Das y cols., 2015).

Zn2+
o Mgz'l-
N
N — e anl NH
NN\, \' ’HO ZHO 0<N N/)\NHZ
"OH PDES
K OH OH
o O
GMPc 5'GMP

Figura 3. Reaccién quimica de la fosfodiesterasa tipo 5. La fosfodiesterasa
tipo 5 (PDE5) en presencia de agua y metales divalentes zinc (Zn?*) y magnesio
(Mg?") cataliza la ruptura del enlace fosfodiéster del GMPc para producir
5°"GMP. (Basada en la descripcion de Ahmed y cols., 2021).

1.2.5.3. Mecanismo de regulacion de la fosfodiesterasatipo 5

La PDE5 es una proteina que se expresa en distintos tejidos, por lo tanto, se ha
descrito que su expresion puede estar regulada por distintos procesos. De acuerdo
con las evidencias existentes, la expresion de la PDE5 depende del tejido analizado
y de los estimulos a los que se encuentra expuestos. Se ha demostrado que en el
tejido cavernoso del pene durante la disfuncion eréctil la regulacion de la PDE5
podria estar asociada con la presencia de hormonas (andrégenos) o directamente
dependiente de la cantidad de musculo liso (Lin y cols., 2013). Por otra parte, en el

tejido vascular se ha asociado con la actividad del NO y el GMPc, de manera que
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cuando aumenta la cantidad de este nucle6tido ciclico, aumenta la expresion de la
PDES5, evidenciando una retroalimentacion negativa que evita una relajacion

vascular excesiva (Cesarini y cols., 2019).

Desafortunadamente aln se desconoce mucho de los procesos bioquimicos vy
celulares que regulan la expresion de la PDE5. No obstante, genética y
molecularmente sabemos que la regulacién de esta PDE es un proceso que esta
mediado por la expresion de distintas isoformas de la proteina, donde también
participan procesos postraduccionales como la fosforilacion y nitrosilaciéon que
favorece la activacion y ubiquitinacion respectivamente (Ahmed y cols., 2021).

1.2.5.3.1. Gen de la fosfodiesterasa tipo 5

La PDES5 es codificada por el gen PDE5A que tiene un tamafo de 134,402 pb
ubicado en el cromosoma 4 (NCBI, GenBank, 2022). El gen PDE5A, es el Unico que
codifica para la PDES. Este gen cuenta con tres variantes de ARNm que codifican
tres isoformas proteicas, las PDE5A1, PDES5A2 y PDESA3 (Lee y Kass, 2012). El
gen esta compuesto por 24 exones ubicados en el cromosoma 4926 (NCBI, Gene:
ID 8654), los tres primeros exones son los alternativos (PDE5 A1-A3) que codifican
para el extremo amino terminal de cada una de las isoformas (Lin, 2004). Estos
exones se encuentran separados por intrones de 434 (entre A1y A3) y 361 pb (entre
A3y A2). El promotor de PDE5A1 y PDESAS se encuentran rio arriba del exon Al,
mientras que el promotor de PDE5A2 se ubica rio arriba del exén A2 (Lin y cols.,
2002). Ambos promotores cuentan con sitios de unién a los factores de transcripcién
Sply AP2,y en el caso del promotor para A1 y A3 cuenta con sitios potenciadores
dependientes de GMPc y AMPc (Lin, 2004), los cuales confieren mayor actividad al

promotor (Figura 4).

La traduccidén de las tres isoformas del PDESA genera proteinas de diferencias no
mayores a 55 aminoacidos (NCBI, GenBank, 2022), por lo tanto, la diferencia entre
las tres isoformas de la PDES5 radica en la secuencia del extremo N-terminal que

forma parte del segmento de fosforilacion (Wang y cols., 2010; Lin, 2004), no
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obstante, ya que las tres comparten exactamente el mismo dominio catalitico, no se
han reportado diferencias funcionales (Lee y Kass, 2012; Andersson, 2018; Ahmed
y cols., 2021). Las isoformas PDE5A1 y PDE5A2 se pueden expresar ampliamente
en distintos tejidos, a diferencia de la PDE5A3 que se ha reportado principalmente
en el musculo liso vascular (Ahmed y cols., 2021), aunque existen tejidos como el
cardiaco donde se han reportado las tres isoformas (Lin, 2004).

Gen PDE5A Al 434pb a3 361pb py
Promotor | | Promotor|_|
PDESAL |4« GMPc Spl PDESA2 ' }

PDE5A3 . AMPc AP2 !
L oo o o o o o o o o o ——— - ————_———_—

Figura 4. Porcion rio arriba del gen PDE5SA. Se representan los exones que
gue codifican para parte del extremo amino de cada una de las tres isoformas
de la PDE5 (A1-A3), se sefala la posicion de los promotores y sus respectivos
sitios de union a factores de transcripcion (Spl y AP2), asi como los
potenciadores sensibles a nucleétidos ciclicos (GMPc y AMPc). (Modificada de
Lin y cols., 2002).

1.2.5.3.2. Cambios en la regulacion de la fosfodiesterasa tipo 5 durante la

diabetes en el sistema cardiovascular

A pesar de que aun podria existir controversia sobre la expresion de la PDES5 en el
sistema cardiovascular, actualmente la mayoria de las evidencias demuestran que
la PDES5 se expresa tanto en el tejido vascular como en el corazén (Lin, 2004; Das
y cols., 2015; NCBI, Structure Summary MMDB, 2022; Uniprot, 2022). Aun se
desconoce mucho acerca de la funcion fisiologica de la PDE5 en estos tejidos, sin
embargo, se ha descrito que la desregulacion de esta PDE durante la diabetes se

asocia con peores condiciones patologicas (Ribaudo y cols., 2016).

Existen pocos estudios que vinculan a la diabetes con los cambios en la regulacién
de la PDES5. A pesar de ello, los reportes existentes describen que la diabetes ejerce
diversos efectos adversos sobre el lecho vascular, y aquellos que son de naturaleza

asociada a la PDE5 son los que involucran el aumento de citocinas inflamatorias
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circulantes, dafio tisular, inflamacién, DE y la desregulacién de mediadores
angiogénicos (Venneriy cols., 2019). También se sabe que los pacientes diabéticos
cursan con un mayor riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares debido
a la disminucion de la biodisponibilidad del NO (Koka y cols., 2013). En este sentido,
durante la diabetes se ha descrito que ocurre vasculopatia y DE mediada por la
disminucion del NO, evidencias que fueron asociadas con la PDE5S (Das vy cols.,
2015).

Respecto al miocardio, los corazones diabéticos son muy vulnerables a lesiones por
isquemia-reperfusion, por lo que durante la diabetes el peor grado de infarto se
asocio con el aumento de la actividad de la PDES5 (Das y cols., 2015). Ademas, se
sugiere que la desregulacion de la PDES5 durante la diabetes esta involucrada en la
progresion de la cardiomiopatia y la presencia de desérdenes inflamatorios
mediados principalmente por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e
interleucinas (IL) 18 y 10 (Ribaudo y cols., 2016). Ya que se ha descrito que gran
parte de la regulacion celular y bioenergética de los cardiomiocitos se modula por la
via NO-GMPc, se considera que la desregulacion de la PDES5S altera cascadas de
fosforilacion como Akt y AMPK durante la diabetes (Das y cols., 2015). Ademas, la
sobreexposicion del cardiomiocito a hiperglucemia provoca un intenso aumento del
estrés oxidativo mediado principalmente por la lipoperoxidacion, la oxidacion del
glutation y la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa (Shah y
Brownlee, 2016), efectos que también fueron asociados con la desregulacion de la
PDES5 (Das y cols., 2015).

1.2.5.3.3. Cambios en la regulacion de la fosfodiesterasa tipo 5 durante la

hipertension pulmonar en el sistema cardiovascular

La PDE5 se expresa ampliamente en el tejido vascular pulmonar (Kayik y cols.,
2017; Andersson, 2018) y es un regulador critico del tono vascular. Se ha reportado
gue durante la enfermedad vascular pulmonar aumenta la expresion de la PDE5S (Di
Salvo, 2012), aumentando el metabolismo del GMPc y provocando disminucion de

la capacidad relajante dependiente de NO endotelial. La sobreexpresién de la PDES
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en el lecho vascular pulmonar durante la HP se puede asociar con el aumento de la
hidrolisis del GMPc y las alteraciones en la via de sefializacion del NO que ademas
explica la disminucién de la capacidad relajante dependiente del endotelio (Hemnes
y Champion, 2006). Ademas, la sobreexpresion de la PDE5 en la vasculatura
pulmonar durante la HP est& relacionada con la proliferacién vascular pulmonar
(Andersson, 2018) y conduce a disfuncion vascular, hipertrofia de la capa intima y

aumento del tono contréctil vascular pulmonar (Hemnes y Champion, 2006).

En el terreno cardiaco, se ha demostrado que la PDE5 se sobreexpresa en los
cardiomiocitos ventriculares durante enfermedades cardiacas (Andersson, 2018).
En corazones expuestos a sobrecarga, se ha detectado el aumento en la expresion
de la PDES5 y se asocio con un aumento del catabolismo del GMPc (Das y cols.,
2015). En el caso especifico de las alteraciones cardiacas ocasionadas por la HP,
el aumento de la resistencia vascular pulmonar provoca el desarrollo de HVD,
proceso en el que también se ha reportado que aumenta la expresion de la PDE5
como su ARNm (Nagendran y cols., 2007; Korkmaz-lc6z y cols., 2018). En los
trabajos revisados bibliograficamente, no se ha descrito que aumente la capacidad
catalitica de la PDE5 durante la HP, por lo tanto, es el aumento de la expresion de
la enzima la propuesta del mecanismo que modifica la concentracion de GMPc, la
capacidad contractil del VD y el origen de la disminucién de la poscarga del VD
(Sharma vy cols., 2019). El GMPc es el encargado de la regulacion contractil del
cardiomiocito, por lo que la sobreexpresion de PDES5 representa su disminucion y el
aumento del efecto inotropico del VD (Nagendran y cols., 2007). El desarrollo de
HVD y presencia de insuficiencia cardiaca derecha es muy comun durante la HP.
Por lo tanto, durante la HVD secundaria a HP también se ha reportado que aumenta
la expresion de la PDE5 (Di Salvo, 2012) y repercute directamente sobre la funcion
cardiaca, explicando la aparicion de rigidez ventricular e insuficiencia cardiaca
durante la HP (Tian y cols., 2018; Rajagopal y Yu, 2022).
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1.3. Efectos del sildenafilo en el terreno cardiopulmonar
1.3.1. Efecto del sildenafilo sobre la circulacion pulmonar

El NO vascular es producido en las células endoteliales por la enzima 6xido nitrico
sintasa endotelial (eNOS) y difunde hacia las células musculo liso vasculares donde
activa a la guanilato ciclasa soluble (GCs) que convierte al guanosin trifosfato (GTP)
en GMPc, el cual por diversos mecanismos como la regulaciéon positiva de los
canales de potasio e inhibicion de los canales de calcio (Bhogal y cols., 2019),
provoca la reduccion intracelular del calcio y favorece la relajacién vascular
(Carvajal y cols., 2000) (Figura 5-A). Esta via de sefalizacién es regulada por
factores como la PDE5 y su inhibiciébn ha resultado una buena herramienta
terapéutica que favorece la via de sefalizacion del NO y su correspondiente
modulacion vascular (Bhogal y cols., 2019). El sildenafilo al ser un inhibidor selectivo
de la PDES5S (Wallis, 1999; Nagendran y cols., 2007) aumenta el efecto vasodilatador
del NO (Bhogal y cols., 2019) ya que permite la conservacion y aumento de los
niveles de GMPc en las células del musculo liso vascular (Figura 5-B). Ya que la
PDES5 se encuentra ampliamente distribuida en la vasculatura pulmonar (Kelly y
cols., 2017), el sildenafilo se presenta como una estrategia farmacologica que
mejora el estado funcional vascular pulmonar y alarga el tiempo de empeoramiento
clinico, lo que representa una herramienta util en el tratamiento de la HP, que
ademas de ser una enfermedad debilitante se caracteriza por presentar aumento de

la resistencia vascular pulmonar (Bhogal y cols., 2019).

Algunos efectos beneficiosos del sildenafilo sobre la vasculatura pulmonar durante
la HP son la reduccién de la hiperrespuesta a diversos agonistas contractiles,
aumento de la vasodilatacion y mejora el estatus oxidativo (Fang y cols., 2007),
quiza por el aumento de las concentraciones de GMPc como efecto de la inhibicion
de la PDE5 y restauracion de la funcién vasomoduladora del NO. También se ha
descrito que el tratamiento con sildenafilo logra reducir la resistencia arterial
pulmonar, mejora del gasto cardiaco, la capacidad de ejercicio y la supervivencia de
los pacientes con HP (Kelly y cols., 2017). Debido a que el sildenafilo induce estos

efectos beneficiosos en la circulacién pulmonar, es que es considerado como un
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modulador de la via NO-GMPc, y es clinicamente aprobado para el tratamiento de
la HP (Galié y cols., 2016). Ademas, el sildenafilo mejora la capacidad de ejercicio
y los parametros hemodindmicos en pacientes con HP sintomatica (Simmoneau y
cols., 2019).
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Figura 5. Regulacién de la relajacién vascular pulmonar. A. La fosfodiesterasa tipo 5
(PDE5) inactiva al GMPc producido por la guanilato ciclasa soluble (GCs) y disminuye la
capacidad de relajacién vascular pulmonar. B. El sildenafilo inhibe a la PDES5 y favorece
gue se mantengan los niveles de GMPc para producir relajacién vascular pulmonar.
(Modificada de Garcia-Gonzélez y cols., 2021).

1.3.2. Efecto del sildenafilo sobre el corazén

Diversas evidencias experimentales apuntan a que la estimulacién del eje GMPc-
PKG, mejora la funcién contractil en insuficiencia cardiaca, favorece la reversion de
la hipertrofia cardiaca, protege del dafio isquémico y reduce el tamafio de infarto,
suprime arritmias inducidas por isquemia y aumenta la supervivencia celular
(Kukreja y cols, 2012; Korkmaz-lc6z y cols, 2018; Hutchings y cols 2018). Uno de
los mecanismos mas importantes para lograr la potenciacion de la via de
sefalizacion es a través del incremento del GMPc citosoélico por la administracion
de IPDE5 como el sildenafilo (Wilkins y cols, 2008). Existen muchas evidencias

clinicas y experimentales que correlacionan de manera directa la sobreexpresion de
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la PDE5 con el grado de dafio cardiaco y su inhibicién con la prevencion de los
cambios morfo-funcionales, es decir que la PDE5 es expresada en musculo
cardiaco y es sobreregulada en hipertrofia cardiaca, infarto, insuficiencia cardiaca,
y en miocardiopatia diabética, por lo que se ha dirigido la atenciébn de multiples
investigaciones hacia los efectos directos del sildenafilo sobre el miocardio.

1.3.2.1. Acciones sobre el ventriculo izquierdo

El desarrollo de cardiopatias del VI son quiza las mas reportadas en el ambito clinico
y su origen puede ser multifactorial. El sildenafilo ha demostrado ser efectivo para
aliviar diversas cardiopatias, donde se ha demostrado es bien tolerado y seguro
para aliviar la sobrecarga mecanica (Ravichandran y cols., 2018). En pacientes que
presentaban miocardiopatia con caracteristicas tempranas como la hipertrofia
concéntrica del VI asociada con la dinamica alterada de la contraccion miocardica,
se observo que la inhibicidon cronica de la PDE5S con sildenafilo, tuvo un efecto
antirremodelado, lo que resultdé en una mejor cinética cardiaca y marcadores
circulantes, asi como en la disminucién de los cambios en la geometria, mejorando
la relacion entre masa y volumen cardiaco. Dicho efecto es independiente de
cualquier otro efecto vasodilatador o endotelial y aparentemente se ejerce a través

de una accion intramiocardica directa (Giannetta y cols., 2012).

1.3.2.2. Acciones sobre el ventriculo derecho

Se han descrito multiples efectos beneficiosos del sildenafilo sobre la funcion del
VD en pacientes con HP (Borgdorff y cols., 2012; Fernandes y cols., 2015). Dichos
efectos se fundamentan en la activacion del eje GMPc-PKG (Korkmaz-Icdz y cols,
2018; Hutchings y cols 2018). Al inhibir a la PDED5, el sildenafilo aumenta los niveles
de GMPc, por lo que desarrolla efectos inotropicos positivos, o que explica en parte
la capacidad del sildenafilo para aumentar el gasto cardiaco durante la HP (Archer
y Michelakis, 2009). Varios estudios agudos y crénicos en pacientes con fraccion de

eyeccion del VD reducida muestran que el sildenafilo mejora la capacidad de
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ejercicio y la calidad de vida en pacientes con HP e insuficiencia cardiaca sistolica
(Guazzi y cols., 2018). En modelos animales de HP, el sildenafilo provoco la
reduccién de la hipertrofia y la restauracion de la funcion del VD (Bae y cols., 2016;
Yoshiyuki y cols., 2016). También se describié que en un modelo experimental de
HVD el sildenafilo disminuy®¢ la disfuncién diastolica del VD con una reduccion de la
fibrosis ventricular (Borgdorff y cols., 2014).

1.3.2.2.1. Cambios morfolégicos y funcionales

La HP deriva en insuficiencia cardiaca derecha (Bhogal y cols., 2019). En este
sentido, la capacidad funcional del VD es considerada como un parametro de
pronodstico de la HP. Cuando se presenta HP, el VD se somete a cambios
hemodinamicos que derivan en la aparicion progresiva de adaptacion, disfuncion y
falla cardiaca (Borgdorff y cols., 2014). Se sabe que la HP implica el aumento de la
presion auricular derecha y un flujo sanguineo pobre en la arteria pulmonar
(Borgdorff y cols., 2014), pero aun se desconoce gran parte de los mecanismos
hemodinamicos implicados en el proceso de disfuncion y desacople del VD (Corrado
y cols., 2021). En pacientes con insuficiencia cardiaca avanzada y fraccion de
eyeccion reducida (no asociado con HP), el sildenafilo es empleado para la

reduccion de dichos efectos (Monzo y cols., 2019).

Con respecto a los cambios del VD durante la HP, el sildenafilo ha sido empleado
para mejorar la funcién cardiaca (Corrado y cols., 2021), ya que se ha descrito que
conserva y mejora la funcion diastélica del VD. Repetidamente se ha demostrado
gue el sildenafilo es til para prevenir los cambios en la fraccion de eyeccion, evitar
la contraccion anormal prematura (Rai y cols., 2018), reducir tanto el volumen como
la presion sistolica y diastélica final del VD (Borgdorff y cols., 2014), atenuar la
dilatacion ventricular y mejorar la tolerancia al ejercicio (Borgdorff y cols., 2012)
durante la HP. Ademas, el sildenafilo presenta efectos beneficiosos con respecto al
indice cardiaco, frecuencia cardiaca, volumen sistélico, volumen telediastolico,
fraccidn de flujo directo y fraccion de eyeccion del VD, lo que representa una mejora

hemodindmica completa (Corrado y cols., 2021). También, los efectos beneficiosos
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del sildenafilo incluyen la reduccion de la presion auricular derecha y aumento del
gasto cardiaco derecho, ademéas de aumentar la fraccion de eyeccion sin generar
cambios en la contractilidad del VD, evidencias que se asociaron con la mejoria del
acoplamiento de la arteria pulmonar con el VD y la disminucion de la carga
ventricular, o que explica la mejora de la distensibilidad diastélica ventricular y
disminucion de la constriccion pericardica (Monzo y cols., 2019). Estos resultados

refuerzan el efecto protector del sildenafilo durante la insuficiencia del VD por HP.

1.3.2.2.2. Cambios histolégicos

Algunos de los efectos adversos del VD mas importantes durante la HP son la
remodelacion cardiaca adversa que implica la hipertrofia y fibrosis. Se ha descrito
gue los cambios mas comunes en la composicion del tejido ventricular derecho
implican la activacion de la via TGF-. Esta es una via de sefializacion que induce
fibrosis y deposicion de colageno en los corazones con sobrecarga y en

cardiomiocitos por activacion de proteinas intracelulares Smad (Rai y cols., 2018).

Es ldgico pensar que los efectos beneficiosos del sildenafilo se puede explicar por
la accion de reducir la poscarga del VD a consecuencia de la reduccion de la presion
arterial pulmonar (Borgdorff y cols., 2014), sin embargo, se han descrito efectos
beneficiosos directos del sildenafilo sobre el VD sobrecargado (Borgdorff y cols.,
2012). En cardiomiocitos con sobre estimulacion de la via TGF-, el tratamiento con
sildenafilo ha demostrado ser eficaz en la prevencion de la fibrosis y en la reduccion
de sintesis de colageno, a través de la disminucion de la fosforilacion de las
proteinas Smas2/3 y la correspondiente inhibicion de los factores de transcripcion
sobre los que ellas inciden (Rai y cols., 2018). El tratamiento con sildenafilo también
logré reducir la fibrosis ventricular sin modificar la elastancia telediastdlica ni la
actividad de PKG, por lo que el tratamiento con este iPDE5 atenda la fibrosis
intersticial independiente de la poscarga (Borgdorff y cols., 2014). Otra serie de
beneficios del sildenafilo estan mediados por la inhibicion de la PDE5 y el
consecuente aumento de GMPc (Aljanabi y cols., 2020), que se ha asociado con la

disminucién de la rigidez ventricular durante la HVD en la HP, ya que se sabe que
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la rigidez diastolica estd mediada por la rigidez del sarcomero y la presencia de
fibrosis en el VD (Rai y cols., 2018). Con estas evidencias podemos asegurar que

el sildenafilo presenta un alto valor antirremodelante durante la HP.

La presencia de sobrecarga y aumento del volumen ventricular, son procesos que
dan origen a hipotrofia cardiaca (Aljanabi y cols., 2020). En algunos trabajos se ha
reportado que el tratamiento con sildenafilo no presenta ningun efecto sobre la HVD
durante la HP (Borgdorff y cols., 2014; Rai y cols., 2018). Este resultado podria ser
controversial, ya que otros grupos de investigacién reportan que el sildenafilo si
presenta un efecto beneficioso sobre el tamafio del cardiomiocito (Kiso y cols., 2013;
Aljanabi y cols., 2020; Escudero y cols., 2021). Estos reportes demuestran que el
sildenafilo ademas de tener incidencia sobre la HVD, presenta una mejora en la
presion del VD y mejora la eficiencia de contraccion durante la hipertrofia (Aljanabi
y cols., 2020). Uno de los mecanismos propuestos que explican la reduccion de la
HVD por parte del sildenafilo, esta basado en la reduccion de la fosforilacion (que
evita la hiperactividad) del intercambiador cardiaco sodio-hidrogeno, el cual resulta
fundamental para regular el volumen y el funcionamiento celular (Escudero y cols.,
2021). Se considera que dicha fosforilacion implica cambios en la actividad de la via
de sefalizacion PKG-MAP cinasas (Escudero y cols., 2021), la cual podria también
interferir en la via de regulacion de colageno y presencia de fibrosis por la actividad
de la via TGF-B (Rai y cols., 2018). Otro mecanismo propuesto por el cual el
sildenafilo evita la HVD consiste en la inhibicion de la actividad y expresion de los
canales canodnicos de potencial receptor transitorio, los cuales contienen alta
permeabilidad al ion calcio (Ca?*) y se sobre regulan durante la HVD (Kiso y cols.,
2013).

1.4, Hipertension pulmonar como una complicacion de la diabetes

A principio del siglo XXI se aportaron las primeras evidencias sobre la correlacion
entre diabetes y la HP. En los primeros hallazgos clinicos se reportd que la diabetes
es un fuerte factor de riesgo para desarrollar falla cardiaca, enfermedad coronaria,

hipertension (Kosmala y cols., 2004) y disfuncién sistdlica y diastélica del VD
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(Kosmala y cols., 2007), sin embargo, estas evidencias no fueron asociadas a la
HP. Cronologicamente, una serie de evidencias clinicas indican una fuerte relacion
entre la diabetes tipo 2 (resistencia a la insulina y dislipidemia) y la presencia de HP,
comparado con la poblacion sin diabetes (Movahed y cols., 2005; Pugh y cols.,
2011; Abernethy y cols., 2015; Takahashi y cols., 2018; Khaing y cols., 2019). En
este sentido se considera que los pacientes diabéticos tienen hasta el 24% de
probabilidad de desarrollar HP frente al 10% de probabilidad de los sujetos no
diabéticos (Lang y cols., 2013).

La prueba de la caminata de los seis minutos es una prueba clinica de esfuerzo que
se emplea para el diagnéstico y pronéstico de la HP. Se han reportado peores
resultados de esta prueba para los pacientes diabéticos que cursan con HP respecto
a los pacientes solamente hipertensos pulmonares (Mclaughlin y cols., 2015).
También en pacientes diabéticos con HP se hallaron alteraciones hemodinamicas
como el aumento en la presion de la auricula derecha y de la presion media de
enclavamiento capilar pulmonar respecto a pacientes sin diabetes (Khateeb y cols.,
2019). Bajo estas condiciones, también se ha observado que el volumen sistélico
del VD se reduce, por lo que el prondstico de supervivencia de los pacientes
diabéticos con HP es menor que el de los pacientes sin diabetes (Khateeb y cols.,
2019). Otro hallazgo clinico es que los pacientes hipertensos pulmonares presentan
intolerancia a la glucosa (Pugh y cols., 2011), evidenciando que los desordenes en

el metabolismo de la glucosa se correlacionan con la HP.

Actualmente, es aceptado que existe una correlacion clinica entre la diabetes e HP
(Takahashiy cols., 2018; Khateeb y cols., 2019; Kayano y cols., 2020). Se sabe que
la diabetes es un factor independiente para el desarrollo de HP (Takahashi y cols.,
2018) y es considerada como un factor de mal prondstico en pacientes con
enfermedades respiratorias, ya que en comorbilidad con la HP puede provocar
disfuncion del VD y afectar negativamente la supervivencia (Khateeb y cols., 2019).
Es decir, la diabetes es un predictor de morbilidad y mortalidad durante la HP
(Kayano y cols., 2020; Trammell y cols., 2020), asociado principalmente con el

desarrollo de miocardiopatia hipertréfica (Kayano y cols., 2020).
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A la fecha, las evidencias clinicas que correlacionan a la diabetes con la HP se han
realizado en pacientes con la diabetes tipo 2 (Trammell y cols., 2020), pero no se
ha descartado, ni afirmado que exista una vinculacion de la diabetes tipo 1 con la
HP. Actualmente hay varios estudios en modelos animales con diabetes tipo 1 y tipo
2 encaminados a describir el mecanismo fisiopatoldgico que vincula a la Diabetes
con la HP (Lopez-Lopez y cols., 2008; Lopez-Lopez y cols., 2011; Moral-Sanz y
cols., 2011; Moral-Sanz y cols., 2012; Morales-Cano y cols., 2019; Lopez-Lépez y
cols., 2021).

Entre las primeras evidencias experimentales, se puede mencionar a la descripcién
del dafio cardiaco derecho durante la diabetes (Al-Shafei y cols., 2002), pero no se
asoci6 con la HP. Pero posteriormente, en la diabetes inducida por estreptozotocina
(tipo 1), se reporto la “clasica” reduccion de los niveles del BMPRII (Moral-Sanz y
cols., 2012; Khaing y cols., 2019) que presentan los modelos animales de HP no
diabéticos, asi como el incremento en la presion arterial pulmonar (> 20 mm Hg) e
HVD. Estos resultados fueron recientemente replicados en un estudio de
seguimiento ecocardiografico de ratas diabéticas tipo 1, las cuales también
presentaron sobrecarga del VD, disfuncion ventricular sistélica y diastolica y alto
riesgo de falla cardiaca (Lopez-Lopez y cols., 2021). Por otra parte, en modelos
animales de diabetes tipo 2, se ha reportado que la hiperglucemia y el resto de los
desordenes metabolicos provocan HP. Estos animales presentaron una disminucion
del BMPRII, incremento del estatus oxidativo, disminucion de la FC, insuficiencia
cardiaca con fraccion de eyeccion conservada y desarrollo de HVD (Irwin y cols.,
2014; Mengy cols., 2017; Pany cols., 2017; Sui y cols., 2018; Morales-Cano y cols.,
2019).
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2. ANTECEDENTES

Los hallazgos clinicos y experimentales demuestran una correlacion entre la
diabetes y la HP. A pesar de esto, a la fecha los mecanismos que vinculan a estas
dos enfermedades son en gran medida desconocidos, aunque ya existe una serie
de evidencias que presentan una descripcién de los procesos que ocurren en el
territorio cardiopulmonar durante la HP secundarios a la diabetes. El descubrimiento
de los mecanismos fisiopatoldgicos de la HP de pacientes con diabetes es de gran
importancia, debido a la busqueda de dianas con interés farmacolégico y por lo tanto

terapéutico.

2.1 Modelos animales de hipertension pulmonar secundaria a la

diabetes

Los modelos animales que se emplea en la bisqueda de los mecanismos que
vinculan a la diabetes con la HP, son modelos de diabetes experimental tipo 1y tipo
2. El modelo animal de rata diabética tipo 1 inducido por estreptozotocina, tiene su
origen en la destruccion de las células B-pancreaticas, proceso que es mediado por
la citotoxicidad selectiva de la estreptozotocina a través de los transportadores de
glucosa tipo 2 (GLUT-2), dando paso a la alquilacién del ADN y a la apoptosis de
las células B-pancredticas (Lenzen, 2007; Garcia-Gonzalez y cols., 2022). Por lo
tanto, este es un modelo que provoca la deficiencia de insulina y de manera
secundaria hiperglucemia, estrés oxidativo, lipoperoxidacion y pérdida de peso
corporal (Alsalahi y cols., 2018; Dhaliwal y cols., 2020), como principales
parametros. En el modelo de diabetes tipo 1, empleando ratas de la cepa Sprague
Dawley (SD), en todos los estudios de nuestro grupo de investigacion se ha hallado
HP e HVD (L6pez-Lopez y cols., 2008; Lopez-Lopez y cols., 2011; Lépez-Lopez y
cols., 2021; Garcia-Gonzalez y cols., 2022), por otra parte, al desarrollar el modelo
en ratas Wistar-Kyoto (WK) el aumento de la presiéon pulmonar y la remodelaciéon
del VD tuvo que ser inducido con la presencia de hipoxia (Moral-Sanz y cols., 2012).
Una de las mayores desventajas de este modelo de diabetes tipo 1, es que no cursa

con el cuadro de complicaciones clinico-metabdlicas (sindrome metabdlico y
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resistencia a la insulina) caracteristico de diabetes tipo 2, que es el tipo de diabetes
maés frecuente en la poblacién. En este sentido se han hecho esfuerzos por
identificar un modelo de diabetes tipo 2 que desarrolle HP. Los animales empleados
en el estudio de la diabetes tipo 2 son ratas Zucker obesas que presentan
hiperglucemia (Moral-Sanz y cols., 2011; Morales-Cano y cols., 2019). Este es un
modelo con obesidad genética que causa mutaciones en el receptor de leptina,
hiperfagia, alteracion lipidica e hiperinsulinemia caracteristicas semejantes a las
desarrolladas durante el sindrome metabdlico y resistencia a la insulina (Aleixandre
y Miguel, 2008). La desventaja de este modelo animal es que solo desarrolla una
ligera intolerancia a la glucosa y no presenta aumento de las lipoproteinas de baja
densidad, ademas de que no se considera como un modelo de hipertension arterial
sistémica (Aleixandre y Miguel, 2008). Quiza por estas razones es que los
resultados en este modelo son controversiales, ya que bajo las mismas condiciones
en un primer momento no se reportd aumento de la presion arterial pulmonar ni
remodelacion del VD (Moral-Sanz y cols., 2011), aunque otros trabajos si reportan

tanto HP como HVD (Irwin y cols., 2014; Morales-Cano y cols., 2019).

2.2. Mecanismo inducido por diabetes que da origen a la hipertensién

pulmonar

Los datos que permiten proponer el posible mecanismo de correlacion entre
diabetes e HP han sido obtenidos utilizando ambos modelos de ratas diabéticas tipo
1 y tipo 2. En el modelo de rata diabética tipo 1 inducida por estrepozotocina
sometido a hipoxia, se describié que en el aumento de la presion arterial pulmonar
participa en gran medida la reduccién en la expresion del BMPRII pulmonar, ya que
puede provocar el desequilibrio de procesos proliferativos y la muscularizacion de
las arterias pulmonares, ademas se reporté que este proceso se acompafia de la
reduccion de las corrientes de potasio asociado a la reduccion en la expresion de
los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) (Moral-Sanz y cols., 2012). En
ratas SD diabéticas tipo 1 sin exposicién a hipoxia, se describié que las arterias

pulmonares presentaron DE caracterizada por la disminucién de la biodisponibilidad
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del NO, sin presentar cambios en su via de sefalizacién y en la expresion de la
eNOS (Lépez-Lbpez y cols., 2001; Lopez-Lopez y cols., 2008). La disminucion de
la capacidad relajante dependiente del endotelio vascular pulmonar se atribuy6 al
aumento de los radicales superéxido (O27) provenientes de la sobreexpresion de
algunas subunidades de la NAPH oxidasa y que derivan en la disminucion de la
biodisponibilidad del NO con la formaciéon de peroxinitrito (LOpez-Lépez y cols.,
2008; Pérez-Vizcaino y cols., 2010; Garcia-Gonzalez y cols., 2021) (Figura 6). La
serotonina (5-HT) también participa en el desarrollo de la HP, ya que en las arterias
pulmonares de las ratas diabéticas induce una hiperrespuesta contractil (Lépez-
Lépezy cols., 2011), proliferacion de las células del musculo liso vascular y bloqueo
de los Kv (Pérez-Vizcaino y cols., 2010). También se ha descrito que en ratas WK
diabéticas tipo 1 sin hipoxia, los eventos que preceden a la HP son la inflamacion
predominada por macrofagos y la DE, quiza también dependiente de la disminucion
la biodisponibilidad del NO secundario al aumento del superéxido, aunque no se
pueden descartar posibles alteraciones en la expresion de la eNOS (evidencia no
reportada) (Moral-Sanz y cols., 2012).

Empleando ratas Zucker hiperglucémicas se ha logrado describir que durante la HP
se presenta la disminucion del ARNm del BMPRII, lo que puede explicar el aumento
del grosor de la pared arterial pulmonar y neomuscularizaciéon de las arteriolas
distales del arbol pulmonar (Morales-Cano y cols., 2019). Algo importante de este
modelo de diabetes tipo 2, es que sus arterias pulmonares no presentan DE, pues
no se hallé una reduccién significativa de la capacidad relajante inducida por
acetilcolina (Ach), ni alteraciones en la respuesta a los vasoconstrictores fenilefrina
y 5-HT (Morales-Cano y cols., 2019). Sorpresivamente tampoco se encontraron
elevados los niveles de citocinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-a y a pesar de
encontrar una tendencia, tampoco se hall6 una disminucién significativa de los
genes que codifican para distintos Kv que regulan el tono vascular pulmonar
(Morales-Cano y cols., 2019). Es decir que, en este modelo animal de diabetes tipo
2, el origen de la HP no es clara, ya que no esta asociada con la regulacion del tono
vascular, por lo que puede ser promovida por alteraciones celulares como la

disminucién del BMPRIlI y otros desordenes metabdlicos secundarios a la
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hiperglucemia. Este conjunto de evidencias recopiladas de los modelos animales
con diabetes tipo 1 y tipo 2, representan el posible mecanismo que explica el origen

de la HP secundaria a la diabetes.
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Figura 6. Disfuncién endotelial de las arterias pulmonares durante la
diabetes. Cuando el 6xido nitrico (NO) producido por la célula endotelial
difunde hacia la célula musculo liso vascular pulmonar reacciona con el
superdxido (02.-) producido principalmente por la enzima NADPH oxidasa
(inducida por la diabetes) y forma peroxinitrito (ONOO-) impidiendo la relajacion
vascular pulmonar. (Modificada de Garcia-Gonzalez y cols., 2021).

2.3. Efecto del sildenafilo sobre los cambios cardiopulmonares

durante la hipertension pulmonar diabética

Las ratas diabéticas que desarrollan HP también presentan HVD. El terreno
cardiaco secundario a la comorbilidad diabetes-HP ha sido muy poco explorado, y
las pocas evidencias que asocian a la HP diabética con HVD se limitan a una
descripcion de insuficiencia cardiaca derecha con sobre carga y con presencia de
HVD, evaluada a las 12 semanas de progresion del modelo por la disminucion de la
fraccidon de eyeccién del VD y el aumento del grosor de la pared ventricular (L6pez-
Lopez y cols., 2021), resultando que coincide con lo reportado a las 8 semanas,
donde también se encontré aumento de la masa del VD (Garcia-Gonzalez y cols.,

2022). La unica evidencia que nos aporta un punto de referencia en la busqueda de
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un mecanismo por el cual se desarrolla HVD durante HP diabética, es el aumento
de la expresion de la PDE5 en corazon completo (Garcia-Gonzalez y cols., 2022).
Sabemos que gran parte de la regulacion mecanica y celular de los cardiomiocitos
es dependiente de GMPc, por lo que la sobreexpresion de la PDES puede tener un
fuerte impacto sobre la regulacion cardiaca.

En el territorio vascular pulmonar nuestro grupo de investigacion ha descrito que el
tratamiento crénico con una dosis de 20 mg/Kg sildenafilo por ocho semanas evita
el desarrollo de HP durante la diabetes (Garcia-Gonzalez, tesis de maestria, 2017;
Garcia-Gonzalez y cols., 2022). Este efecto no se debe a que el sildenafilo
modifique el metabolismo de la glucosa ni la capacidad de ganancia de peso de las
ratas diabéticas, pues no se hallaron cambios en la concentracion glucosa
sanguinea o peso corporal respecto a las ratas diabéticas sin tratamiento con
sildenafilo. Dicho efecto beneficioso puede deberse a que el sildenafilo evita la DE,
al normalizar la capacidad relajante dependiente del endotelio vascular pulmonar
inducido por Ach y al evitar la hiperrespuesta contractil a la 5-HT (Garcia-Gonzélez,
tesis de maestria, 2017; Garcia-Gonzalez y cols., 2022). Este mecanismo podria
generar estos efectos a través de la modulacion de la via de sefializacion del NO.
Se desconoce el efecto del sildenafilo sobre el estatus oxidativo durante la HP
diabética, por lo que quiza el sildenafilo no aumenta la biodisponibilidad del NO en
la vasculatura pulmonar, sin embargo, de acuerdo con su mecanismo canonico, al
inhibir a la PDES5 evitaria la degradaciéon de GMPc, manteniendo su concentracion
intracelular, lo que permitiria la regulacion intracelular del calcio y la vasodilatacion.
Hasta el momento estas son las Unicas evidencias sobre el posible mecanismo
protector del sildenafilo sobre la regulacion del tono vascular pulmonar durante la

diabetes por un probable aumento de la actividad de la via NO-GMPc.

Respecto a los beneficios que ejerce el sildenafilo en el corazén, existe una gran
cantidad de reportes bibliograficos que resaltan este hecho, sin embargo, respecto
al efecto que ejerce sobre el miocardio durante la HP secundaria a la diabetes solo
existen las evidencias recientemente publicadas por nuestro grupo de investigacion.

En dicho trabajo se evidencié que la administracion por 8 semanas de 20 mg/Kg de
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sildenafilo evita el desarrollo de HVD y reduce la expresion de la PDES en el corazén
de ratas diabéticas (Garcia-Gonzalez y cols., 2022). Estos resultados supondrian
que el sildenafilo evita la remodelacién del VD y que dicho efecto esta asociado con
la expresion de la PDES5 y por lo tanto con la concentracion de GMPc. Con base en
las evidencias bibliograficas disponibles, podemos creer que el mecanismo del
sildenafilo sobre los cambios cardiopulmonares durante la HP secundaria a la
diabetes, podria ocurrir a través de la inhibicion de la PDES5 y potenciar la via NO-
GMPc-PKG (Korkmaz-lc6z y cols., 2018; Hutchings y cols., 2018) en el VD, esto
permitiria la regulacion de vias de sefializacion y procesos celulares que impidan la
remodelacion del VD. No obstante, aun se desconocen los mecanismos sobre los
cuales actua el sildenafilo tanto en el lecho vascular pulmonar, como en el tejido
cardiaco, por lo que se debe continuar con el estudio del efecto del sildenafilo sobre
la HVD de ratas con HP inducida por diabetes tipo 1.
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3. JUSTIFICACION

Para la descripcion de los cambios cardiopulmonares desarrollados durante la HP
diabética, debido a la prevalencia mundial de la diabetes tipo 2, quiza seria mas
adecuado emplear un modelo de este tipo de diabetes, ya que resultaria mas
representativo. Sin embargo, dado que en las ratas Zucker obesas con
hiperglucemia no se lograron replicar los signos de HP en cada uno de los reportes
(efectos controvertidos), no existe certeza de que dicho modelo animal se puede
considerar como un modelo de HP secundario a la diabetes y por lo tanto no seria
adecuado evaluar los efectos farmacologicos del sildenafilo en este modelo. A pesar
de ello, tenemos claro que la incursién en este modelo debe ser un paso obligado

en el futuro de nuestra investigacion.

Considerando que la hiperglucemia sostenida es el factor que da origen a los
cambios celulares y metabdlicos que conducen al desarrollo de HP, el modelo de
rata diabética tipo 1 es el modelo animal que cuenta con una mayor cantidad de
reportes bibliograficos que nos permiten tener un panorama mas claro de los
mecanismos que participan en la comorbilidad diabetes-HP, ya que en este modelo
animal se han realizado la mayor cantidad de hallazgos que ademas son precisos y
reproducibles. Por lo tanto, en la presente tesis doctoral se decidié continuar bajo

esta linea de investigacion, empleando ratas diabéticas tipo 1.

En resultados previamente obtenidos en nuestro laboratorio, se dio un seguimiento
de 8 semanas al modelo experimental, pero una desventaja es que en este periodo
el modelo animal no desarrolla todas las caracteristicas que definen a un modelo
animal de HP, por lo que no resulta conveniente continuar evaluando con 8 semanas
de progresion (Garcia-Gonzalez, tesis de maestria, 2017). Paralelamente los
resultados previos fueron obtenidos con una administracion diaria de sildenafilo a
una dosis de 20 mg/Kg de peso (Garcia-Gonzalez, tesis de maestria, 2017). Esta
dosis de sildenafilo es baja respecto a la mayoria de las dosis empleadas
experimentalmente, a pesar de ello se reportd que logra evitar la DE, el aumento de
presion pulmonar, la HVD y la sobreexpresion de la PDES en corazén durante la HP

diabética; no obstante, esta dosis no logré evitar completamente el aumento de la
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respuesta contractil de las arterias pulmonares diabéticas a 5-HT, efecto que podria
explicar por qué se presentd una tendencia a la alza de la presion arterial pulmonar
(no significativa) durante la diabetes. Por lo tanto, es conveniente probar con dosis

mas elevadas.

Recientemente hemos descrito que las ratas diabéticas presentan aumento de la
presion arterial pulmonar desde la semana 4, pero es hasta la semana 12 donde
ademas de presentar HP y remodelacion del VD, presentan insuficiencia cardiaca
(Lopez y Lopez y cols., 2021), lo cual representa un cuadro clinico completo de la
HP. Por esta razon el seguimiento del modelo animal en la presente tesis doctoral
se realiz6 por un periodo de 12 semanas. Por otra parte, la administracion clinica y
experimental del sildenafilo para el tratamiento de la HP se encuentra en un
promedio de 60 mg/Kg (Ladha y cols., 2005; Jasihska-Stroschein y cols., 2013;
Mahdavi y cols., 2016; Vizza y cols., 2017; Mulvaney y cols., 2020), la cual coincide
con la recomendacion de la guia de la practica clinica del IMSS para el tratamiento
de la HP en el adulto. Por lo tanto, en el desarrollo del protocolo experimental
decidimos administrar la dosis de 60 mg/Kg. En este sentido, al modificar el tiempo
de seguimiento experimental y la dosis de administracion del sildenafilo, debiamos
caracterizar el grado de disfuncion endotelial (capacidad relajante y contractil) de
las arterias pulmonares durante la diabetes y el grado de proteccion por parte del
sildenafilo. Ademas, era importante identificar el estado funcional de la via de
sefalizacion del NO y el grado de actividad de la PDES5 en las arterias pulmonares,
por lo que también realizamos curvas dosis respuesta a nitroprusiato de sodio (NPS)

y a citrato de sildenafilo (c-sild).

También hemos reportado que los corazones de las ratas diabéticas desarrollan
HVD y que dicho efecto es prevenido con el tratamiento crénico con sildenafilo
(Garcia-Gonzalez y cols., 2022). Con la finalidad de una mejor caracterizacion de
los cambios histoldgicos cardiacos de nuestro modelo experimental, en la presente
tesis, empleando histologia, nos propusimos evidenciar el probable cambio del

tamafio del cardiomiocito y los cambios en la estructura de la matriz extracelular por
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la presencia de colageno, ya que dichos estudios pueden confirmar el diagnostico
de hipertrofia y de fibrosis ventricular, ademas de que aportaria informacion sobre
el mecanismo por el cual se desarrolla la HVD durante la HP diabética, (como se ha
descrito en otros modelos de HP no diabética), asi como también el efecto que

ejerce el sildenafilo sobre dichos cambios histoldgicos.

Al contar con esta serie de evidencias y basdndose en los reportes bibliogréficos,
se podria proponer con mayor certeza el mecanismo de remodelacién del VD que
involucre la actividad vascular de la PDES5, asi como su repercusién en los cambios
de presion pulmonar y su impacto en la remodelacion del VD durante la HP
secundaria a diabetes. Ademas, nos permite proponer si estos mecanismos estan

modulados por la accion del sildenafilo.
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4. HIPOTESIS

La inhibicion de la fosfodiesterasa tipo 5 con sildenafilo protege al ventriculo derecho
del desarrollo de hipertrofia, remodelacion y rigidez, a través de la inhibicion de la
disfuncion endotelial e HP secundaria a la diabetes tipo 1
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5. OBJETIVOS
5.1. General

Evaluar el efecto de la inhibicion de la fosfodiesterasa tipo 5 con sildenafilo sobre la
remodelacion del ventriculo derecho de ratas con hipertension arterial pulmonar

secundaria a la diabetes tipo 1.

5.2. Especificos

A. Evaluar el efecto del sildenafilo sobre la presion arterial pulmonar de ratas
diabéticas tipo 1

B. Evaluar el efecto del sildenafilo sobre la funcion endotelial de ratas diabéticas
tipo 1

C. Evaluar el efecto del sildenafilo sobre la remodelacion del ventriculo derecho

de ratas con hipertension pulmonar diabética.
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6. METODOLOGIA

6.1. Obtencion y mantenimiento de animales

Ratas macho Sprague-Dawley de al menos 200 g de peso fueron provistas, criadas
y cuidadas por el Bioterio Claude Bernard de la BUAP, bajo los lineamientos
establecidos en la “Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” NOM-
062-Z00-1999 (Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio), y la Legislacibn Mexicana Relativa vigente (Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, 2020). El proyecto fue
aprobado por el comité para el cuidado y uso de animales de laboratorio de la BUAP
con clave 100003977-UALVIEP-19/2.

6.2. Formacion de grupos experimentales

Un total de 64 de animales fueron divididos de forma aleatorita en 4 grupos: control
(CTRL), control tratado con sildenafilo (CTRL/SILD), diabético (DM) y diabético
tratado con sildenafilo (DM/SILD). Los grupos tuvieron un periodo de seguimiento
de 12 semanas y al finalizar este periodo se realizaron los procedimientos

experimentales correspondientes.

6.3. Induccion de diabetes y tratamiento con sildenafilo

La induccion de la diabetes se realiz6 con una dosis Unica de estreptozotocina (50
mg/kg de peso) via intraperitoneal (i.p.) en las ratas del grupo DM. La evaluacion de
la concentracion de glucosa en sangre se realiz6 48 horas posteriores a la
induccion, con un glucémetro (ACCU-CHEK Active). Aguellos animales que
alcanzaron una concentracion 2350 mg/dL se consideraron diabéticos y aquellos

gue no, fueron excluidos de sus grupos respectivos.

Los animales de los grupos DM/SILD y CTRL/SILD fueron sometidos al tratamiento

diario con sildenafilo a una dosis de 60 mg/kg de peso administrado via oral. Este
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procedimiento se realizé durante todo el periodo de seguimiento para los grupos
correspondientes (Figura 7).

Desarrollo temporal de los grupos experimentales

1 1

E Tratamiento con sildenafilo i

Dia 0 Dia 2 i Semana 1-11 Semana 12 :

| l T l “““““““““““ [
Formacién de grupos Induccién de Diagndstico de Seguimiento del Sacrificio de animales y
experimentales diabetes mellitus || diabetes mellitus modelo experimental || desarrollo experimental

Figura 7. Descripcién temporal de los grupos experimentales. Indica el
tiempo donde se realizan las distintas maniobras experimentales.

6.4. Obtencién de 6rganos

Se indujo una sedacion profunda con una mezcla Ketamina-Xilacina (60 y 4 mg /Kg
respectivamente) via i.p. (con la finalidad de evitar la percepcion, el dolor y el
sufrimiento animal). Comprobada la sedacion del animal, se coloc6 a la rata en
posicion decubito dorsal, posteriormente se sujet0 y se realizaron cortes (de tejido
cutaneo, muscular y 6seo) dorso-laterales del centro del abdomen en direccién a
las extremidades superiores para crear un estado de torax abierto y expuesto. A
continuacion, se extrajo todo el conjunto visceral que inmediatamente después se
colocé para su limpieza en solucion fisiolégica precalentada a 37°C y burbujeada
con carboégeno (mezcla de 95 % O2 y 5% CO,), posteriormente se disecaron los
organos (corazén y pulmoén) y se colocaron en solucion fisiologica (en las
condiciones anteriormente mencionadas). En el caso del corazon se prosiguié con
los distintos protocolos experimentales que se describen mas adelante. En el caso
del pulmon se extrajo la arteria pulmonar en toda su longitud y finalmente con ayuda

de unaregla en escala milimétrica se secciono la en anillos de 3 mm de longitud.
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6.5. Evaluacion de la presion arterial pulmonar

Se empleé el cateterismo cardiaco derecho que se realizé de la siguiente manera:
primero se sed6 al con Ketamina-Xilacina (60 y 4 mg/Kg respectivamente), se rasuré
el area lateral derecha del cuello de la rata y se cortaron los pliegues cutaneos que
se encuentran sobre la arteria carOtida hasta exponer la vena yugular externa
derecha; se realiz6 un proceso de homeostasia mecanica y se realizé un en la vena
y se introdujo el catéter (1 lumen de poliuretano de 3 fr x 10 cm), hasta alcanzar la
arteria pulmonar. El catéter se mantuvo conectado a un transductor de presién (AD
INSTRUMENTS MLTO0380/A) acoplado a un amplificador (CIDES AMPLIFICADOR
DCTO001). La sefal generada fue enviada y almacenada en una computadora con
la ayuda del software LabChart 7.0.

6.6. Determinacion del indice de Fulton

Al corazon aislado y limpio se le retiraron las auriculas y grandes vasos sanguineos.
Después, se separd el ventriculo derecho del ventriculo izquierdo mas septum
realizando un corte sobre el borde del tejido papilar hasta que se logro la separacion
completa del tejido ventricular derecho, posteriormente, con ayuda de la toalla se
elimind el exceso de solucion fisiologica y sangre; finalmente, se peso (peso
hamedo) en una balanza analitica de cuatro cifras decimales. El indice Fulton es el
cociente del peso en gramos del ventriculo derecho sobre el ventriculo izquierdo
mas septum (VD/VI+S).

6.7. Evaluacion histolégica

Los corazones disecados se perfundieron con formalina al 10% (J.T.Baker; 2106-
03) y posteriormente fueron seccionados en tres porciones (del mismo grosor) de
manera transversal. Las secciones fueron sometidas a un tren de deshidratacion
con ayuda de un histoquinete tipo carrusel (Leica TP1020), posteriormente, fueron
embebidas en paraplast (Leica Biosystems) y cortadas en un microtomo rotatorio

(Leica RM2125 RTS) en laminas de 5 um de grosor. Los cortes se colocaron sobre
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laminillas recubiertas con APES para mejorar la adherencia del tejido. Previo a las
tinciones, las laminillas se colocaron dentro de una estufa a 60°C por un periodo de
1.5 horas para iniciar el proceso de desparafinacion, posteriormente, se realiz6 una
hidratacion del tejido y se prosiguioé con la tincién colorimétrica de hematoxilina y
eosina para tefiir los ribosomas y nucleo celular, asi como y citoplasma y tejido
conectivo (respectivamente) y la tincion colorimétrica de las fibras de colageno con

rojo sirio. El procedimiento completo se muestra en el apéndice A.

6.8. Evaluacidon de la funcidn endotelial.

Anillos arteriales pulmonares fueron montados entre dos alambres de acero
inoxidable en forma de L y sujetados dentro de copas de Ahllin con 5 mL de solucién
fisiologica Krebs-Henselleit (NaCl 118 mM, KCI 4.75 mM, NaHCO3 25 mM, MgSO4
1.2 mM, CaCl; 2.0 mM, KH2POs 1.2 mM y CgHi120s 11 mM), las copas se
mantuvieron a una temperatura constante de 37 °C y para mantener los
requerimientos de oxigeno y pH se burbujearon con carbdgeno a un flujo moderado.
Cuando el registro se mantuvo estable (10 min sin cambios de tension) se agrego a
la copa 80 mM de cloruro de potasio (KCI), se esperd a obtener el efecto maximo
estable contractil y cuando el registro se mantuvo estable, se elimind la solucién con
KCl aplicando tres lavados con solucion Krebs-Henselleit, posteriormente se aplicé
una concentracion de 1X10" M de fenilefrina (Phe) y una vez alcanzado el efecto
contractil maximo estable, se construy6 la curva concentracion respuesta a Ach con
concentraciones acumulativas de 1X10° hasta 3X10®° M, al igual que curvas
concentracion respuesta acumulativas a NPS de 1X10-1? hasta 3X10° M y curvas

concentracion respuesta a c-sild de 1X101° hasta 3X10° M.

Para la evaluacion de la capacidad vasocontractil de las arterias pulmonares se
evaluo la viabilidad del tejido y se aplicé sobre la copa una concentracion de 80 mM
de KCI, se espero6 el efecto maximo contractil estable; se realizaron tres lavados con
solucion Krebs-Henselleit, hasta que el registro se mantuvo estable en la tensién
basal y en ese momento se construy6 la curva concentracion respuesta a 5-HT con

concentraciones acumulativas de 1X10° hasta 3X10° M.
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En todos los casos, el registro de los cambios de tension se obtuvo con un
transductor (GRASS FT-03) acoplado a un amplificador (GRASS 7-DAJK) con el
software LabChart 7.0.

6.9. Andlisis de datos y estadistica
6.9.1. Evaluacion de la presion arterial pulmonar

Todos los animales del grupo DM presentaron valores de presion arterial pulmonar
por arriba de 25 mm de Hg y fueron significativamente mayores a los valores de
presion del grupo CTRL. Por lo tanto, valores de presion arterial pulmonar >25 mm

de Hg fue considerado como hipertension arterial pulmonar.

6.9.2. Determinacion del indice Fulton

El aumento significativo de este indice respecto al grupo CTRL fue considerado

como el indicador de la presencia de HVD.

6.9.3. Evaluacion histolégica

Empleando el software ImageJ, se midieron las estructuras histolégicas cardiacas
para identificar la presencia de remodelacion ventricular derecha. EI aumento
significativo del tamafo celular identificado por la tincion de hematoxilina y eosina y
la densidad de colageno tefiido con rojo sirio fueron los indicadores de

remodelacion, hipertrofia y fibrosis ventricular respectivamente.

6.9.4. Evaluacion de la funcién endotelial.

Las curvas concentracion-respuesta acumulativas para Ach y para 5-HT se
ajustaron mediante el programa de analisis de datos Origin 8.5 con la siguiente
ecuacion logistica: E = Emax 1 + e-kx((farmaco)-pD2). Los resultados son

expresados en porcentaje como la media * el error estdndar de la media para un
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determinado nimero de anillos arteriales pulmonares (n) de los distintos animales.
Se obtuvieron los componentes de la curva Efecto maximo (Emax) y logaritmo de la

dosis efectiva 50 (pD>).
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7. RESULTADOS
7.1. Glucosa sanguinea y peso corporal del modelo experimental 48

horas posteriores a la administracion de estreptozotocina

Encontramos que 48 horas posteriores a la administracion de STZ, las ratas de los
grupos DM y DM/SILD presentaron valores de glucosa sanguinea por arriba de los
400 mg/dL, mientras que las ratas de los grupos CTRL y CTRL/SILD no
sobrepasaron el valor de 110 mg/dL. Ademas, a las 48 horas posteriores a la
administracién de la STZ, el peso corporal, no mostré diferencias significativas entre
los cuatro grupos experimentales (Tabla 2).

7.2. Efecto del sildenafilo sobre la glucosa sanguinea y peso corporal

de ratas con hipertension pulmonar secundaria a la diabetes.

La figura 8 (A) muestra el curso temporal de los cambios en la glucemia de los cuatro
grupos de ratas. Se observa que durante todo el periodo de estudio los grupos CTRL
y CTRL/SILD mantienen el nivel de glucemia (~100 mg/dL), mientras que los grupos
DM y DM/SILD presentan un incremento de glucemia (>400 mg/dL) a partir de las
dos semanas y durante las 10 semanas restantes. El analisis estadistico, indica que
a las dos semanas hay una diferencia significativa entre los valores de glucosa
sanguinea de los grupos CTRL y el grupo DM, ademas, también existe una
diferencia significativa entre el grupo CTRL/SILD y el grupo DM/SILD durante las 10
semanas restantes. La tabla 2 muestra que al final del periodo de estudio (12
semanas) el grupo CTRL y el CTRL/SILD no muestran diferencias significativas,
mientras que los grupos DM y DM/SILD presentan una diferencia significativa con

respecto a los grupos CTRL y CTRL/SILD respectivamente.

La figura 8 (B) muestra el curso temporal de los cambios de peso corporal de los
cuatro grupos de ratas. Se observa que durante todo el periodo de estudio los
grupos CTRL y CTRL/SILD tienen un incremento sostenido hasta la doceava
semana. También se muestra que los grupos DM y DM/SILD presentan una

pequeiia ganancia de peso durante las primeras 6 semanas, pero en el periodo
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restante hay una pérdida de peso. El andlisis estadistico, indica que a partir de las
cuatro semanas hay una diferencia significativa entre el grupo CTRL y el grupo DM
y ademds existe una diferencia significativa entre el grupo CTRL/SILD y el grupo
DM/SILD durante el periodo de las ocho semanas restantes. La tabla 2 muestra que
al final del periodo de estudio el grupo CTRL y el CTRL/SILD no muestran
diferencias significativas, mientras que los grupos DM y DM/SILD presentan
diferencias significativas con respecto a los grupos CTRL y CTRL/SILD

respectivamente.
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Figura 8. Efecto temporal del sildenafilo sobre la glucosa sanguinea y
peso corporal. A. Valores de glucosa sanguinea expresada en mg/dL de los
cuatro grupos experimentales. B. Valores de peso corporal expresado en
gramos (g) de los cuatro grupos experimentales. Los resultados son expresados
como la media + EEM (n = 9). * indica p<0.05 vs CTRL; + indica p<0.05 vs
CTRL/SILD. El valor de p fue calculado usando una prueba de ANOVA de una
via acoplada a una prueba post hoc de Bonferroni.
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Tabla 2. Efecto del sildenafilo sobre la glucosa sanguinea y peso corporal, antes y después
de la administracion de estreptozotocina.

i Antes dela 48 horas posteriora 12 sem posterior a
Parametro Grupo

STZ STZ STZ
CTRL 102.83 +3.01 101.33 +2.82 98.58 + 2.54

Glucosa CTRL/SILD 104.5 £ 4.56 108.50 +8.00 100.16 +4.95
DM 100.83 + 2.57 430.41 + 59.89*" 481.58 + 23.53**
DM/SILD 104.75 +2.69 431.66 £ 24.53*" 471.58 * 28.96*"

CTRL  214.41 £9.05 238.83 £ 8.06 380.25 £ 7.87

Peso CTRL/SILD 212.75 + 6.54 237.33+7.65 379.66 +£12.92
corporal DM 22566 £4.11 22891 +5.44 224.25 £ 15.19*
DM/SILD 221.75 +6.19 232.58 £9.53 235.00 * 13.09**

STZ: Estreptozotocina. Los resultados son expresados como la media + EEM
(n =9). * indica P<0.05 vs CTRL; " indica P<0.05 vs CTRL/SILD. El valor de p
fue calculado empleando una prueba de ANOVA de una via acoplada a una
prueba post hoc de Bonferroni.

7.3. Efecto del sildenafilo sobre la presion arterial pulmonar de ratas

con hipertensién pulmonar secundaria a la diabetes.

Al finalizar el periodo experimental, encontramos que las ratas del grupo DM
presentan un incremento significativo de la presion arterial pulmonar con respecto
al grupo CTRL (Figura 9), mientras que las del grupo DM/SILD no presentaron

diferencias significativas con respecto a los grupos CTRL y CTRL/SILD.
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Figura 9. El sildenafilo evita el aumento de la presién arterial pulmonar en
ratas diabéticas. El tratamiento con sildenafilo previene el aumento de la
presion arterial pulmonar durante la diabetes sin generar cambios en
condiciones control. Los resultados se expresan como la media + EEM (n = 9).
* indica P<0.05 vs CTRL; * indica P<0.05 vs CTRL/SILD; * indica P<0.05 vs
DM/SILD. El valor de p fue calculado usando una prueba de ANOVA de una via
acoplada a una prueba post hoc de Bonferroni.

7.4. Efecto del sildenafilo sobre la funcién endotelial de las arterias
pulmonares de ratas con hipertension pulmonar secundaria a la

diabetes.

Al término del periodo experimental, encontramos que las arterias pulmonares de
las ratas del grupo DM presentaron DE, representada por la reduccién del Emax de
relajacion a la Ach. La reduccién en la relajacion es de un 27%, y estadisticamente
significativa con respecto al efecto de la Ach de las ratas de los grupos CTRL y
CTRL/SILD. Por otra parte, las arterias pulmonares de las ratas diabéticas que
estuvieron en presencia del tratamiento crénico con sildenafilo, presentaron un
aumento de la capacidad de la relajacién de aproximadamente un 30% con respecto
al efecto vasodilatador de la ACh de las ratas diabéticas. Dicho efecto fue

estadisticamente significativo con respecto al grupo DM, sin diferencias
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significativas con respecto a los grupos CTRL y CTRL/SILD, (Figura 10-A y Tabla
3).

Con el fin de explorar la via de sefializacion del NO en la capa muscular de las
arterias pulmonares de las ratas diabéticas, realizamos las curvas concentracion
respuesta de NPS, que es un donador intracelular de NO (Lopez-Lopez y cols.
2001). Observamos que el NPS en las arterias pulmonares de las ratas del grupo
DM presentan una curva a relajacion semejante a la curva a relajacién de las
arterias pulmonares del grupo CTRL. Es decir, no encontramos diferencia
significativa en el Emax (115.24 + 5.98 vs 125.21 + 6.03; respectivamente), pero
encontramos un aumento significativo en el valor de pD2 de la curva del grupo DM
respecto a la curva del grupo CTRL (9.65 £ 0.023 vs 10.74 £ 0.28; respectivamente)
(Figura 11).

Por otra parte, con el fin de explorar la capacidad compensatoria del endotelio a una
accion contractil, realizamos las curvas concentracion-respuesta a 5HT. Hallamos
un efecto significativamente mayor en el efecto contractil de la 5HT en las arterias
pulmonares de las ratas del grupo DM con respecto al efecto presentado por las
arterias pulmonares de las ratas del grupo CTRL y CTRL/SILD (aproximadamente
un 100%). Pero este efecto hipercontractil de la 5HT en las arterias pulmonares de
ratas diabéticas no se observd cuando fueron sometidas al tratamiento cronico de
sildenafilo. El analisis estadistico nos indicé que el grupo DM/SILD no presento

diferencia significativa con los grupos CTRL y CTRL/SILD (Figura 10-B y Tabla 3).

Con respecto a la pD2 de los cuatro grupos experimentales, no encontramos
diferencia significativa al comprar entre los grupos experimentales, es decir, que no
se presentd diferencia significativa al comparar la pD2 de los grupos DM/SILD contra
DM, CTRL/SILD contra CTRL, DM contra CTRL, asi como tampoco DM/SILD contra
CTRL/SILD (Tabla 3).
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Figura 10. El sildenafilo previene la disfuncion endotelial y la hiperrespuesta
contractil a serotonina (5HT). (A) Relajacién arterial pulmonar inducida por una
curva dosis respuesta a acetilcolina (Ach). (B) Contraccion arterial pulmonar
inducida por una curva dosis respuesta a 5-HT. Los resultados son expresados
como la media £+ EEM (n = 9). * indica p<0.05 vs CTRL; * indica p<0.05 vs
CTRL/SILD; # indica P<0.05 vs DM/SILD. El valor de p fue calculado usando
una prueba de ANOVA de una via acoplada a una prueba post hoc de
Bonferroni.
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Tabla 3. Efecto del sildenafilo sobre la afinidad y potencia de los agonistas
vasomoduladores empleados en la evaluacion de la reactividad vascular pulmonar.

Agonista Parametro CTRL CTRL/SILD DM DM/SILD
Ach Emax 87.52+3.09 89.56+4.66 60.98t+4.05** 92.08 +4.20
pD> 7.32+0.07 7.08+0.13 6.86+0.13** 7.43+0.10
5-HT Emax 42.40+5.66 41.26+6.96 90.26 +5.27** 53.61+7.96
pD> 519+0.10 4.82+0.16 5.29+0.14 5.00+0.13

Ach: acetilcolina, 5-HT: serotonina, Emax: efecto maximo, pD.: log DE50. los
valores de Emax y pD2 se calcularon a partir de las curvas dosis respuesta de
las arterias pulmonares. Los resultados se expresan como la media + EEM (n =
9). * indica p<0.05 vs CTRL, * indica p<0.05 vs CTRL/SILD, # indica p<0.05 vs
DM/SILD. El valor de p fue calculado usando una prueba de ANOVA de una via
acoplada a una prueba post hoc de Bonferroni.
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Figure 11. Efecto del nitroprusiato sobre la reactividad vascular
pulmonar. Curva dosis respuesta a relajacién inducida por nitroprusiato de
sodio (NPS) (izquierda), efecto maximo (Emax) y logaritmo de la DEsy (pD2)
(derecha). Los resultados son expresados como la media + EEM (n = 9). *
indica p<0.05 vs CTRL. El valor de p fue calculado usando una prueba de
ANOVA de una via acoplada a una prueba post hoc de Bonferroni.
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7.5. Efecto del citrato de sildenafilo sobre la funcién endotelial
vascular pulmonar de ratas con hipertensién pulmonar secundaria a la

diabetes

Con el fin de evaluar el efecto del sildenafilo sobre la DE de las arterias pulmonares
de las ratas diabéticas, realizamos la curva concentracion respuesta de sildenafilo.
Encontramos que la funcion endotelial de las ratas control es semejante a la que
presentan las ratas diabéticas con la administracién in vitro de sildenafilo. Es decir,
no presentaron diferencias significativas en el Emax (125.52 + 9.08 vs 111.19 +
7.74) ni en la pD2 (10.38 £ 0.45 vs 10.61 £ 0.28) (DM y CTRL, respectivamente),
(Figura 12).
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Figure 12. Efecto del citrato de sildenafilo sobre la reactividad vascular
pulmonar. Curva dosis respuesta a relajacion inducida por citrato de sildenafilo
(c-sild) (izquierda), efecto maximo (Emax) y logaritmo de la DEsy (pD2)
(derecha). Los resultados son expresados como la media + EEM (n = 9).
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7.6. Efecto del sildenafilo sobre la hipertrofia ventricular derecha de

ratas con hipertensién pulmonar secundaria a la diabetes.

Encontramos que después de 12 semanas, valor de indice Fulton de los corazones
de las ratas del grupo DM, se incrementé un 40% por arriba del valor del indice
Fulton ratas del grupo CTRL. Dicho incremento es estadisticamente significativo con
respecto a los grupos DM/SILD, CTRL/SILD y CTRL (Figura 13).
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Figura 13. El sildenafilo evita el desarrollo de hipertrofia ventricular derecha en
ratas diabéticas. El tratamiento con sildenafilo del grupo DM (grupo DM/SILD)
evité el aumento de la masa ventricular derecha (indice Fulton, calculado con la
formula: VD/VI+S), sin presentar cambios en la masa ventricular del grupo
CTRL/SILD. Los resultados se expresan como la media = EEM (n = 9). * indica
P<0.05 vs CTRL; * indica P<0.05 vs CTRL/SILD; # indica P<0.05 vs DM/SILD.
El valor de p fue calculado usando una prueba de ANOVA de una via acoplada
a una prueba post hoc de Bonferroni.

7.7. Efecto del sildenafilo sobre la remodelacion tisular del ventriculo

derecho de ratas con hipertension pulmonar secundaria a la diabetes.

El conjunto de imagenes obtenidas con la tincion de hematoxilina y eosina de la
figura 14, muestran que, con 12 semanas de seguimiento experimental, el area
celular aparente, la pigmentacion y la distribucién del tejido cardiaco derecho de las

ratas del grupo DM es diferente al area celular aparente, pigmentacién y la
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distribucién del tejido cardiaco derecho de las ratas CTRL y que ademas, en la
imagen del grupo DM/SILD no se percibe remodelacion de la célula, aumento
excesivo de la pigmentacion o redistribucién del tejido, por lo que tampoco se
observan cambios aparentes en la distribucion de este tejido al comparar con los
tejidos cardiacos derechos de las ratas de los grupos CTRL y CTRL/SILD. Al evaluar
de manera cuantitativa el tamafio de las células del VD, encontramos que el area
de los cardiomiocitos de las ratas del grupo DM/SILD es de 164.4 + 13.7 um?, lo que
representa un valor significativamente menor comparado contra las 256.1 + 31.8
um? que mide al area de los cardiomiocitos del grupo DM, ademas hallamos que las
132.0 = 9.4 um? que mide el area de los cardiomiocitos del grupo CTRL, no es
diferente significativamente contra las 164.0 = 13.7 um? que mide el area de los
cardiomiocitos del grupo CTRL/SILD, asi como tampoco es diferente
significativamente al comparar contra el area de los cardiomiocitos del grupo
DM/SILD (Figura 15).

CTRL/SILD

DM/SILD

Figura 14. El sildenafilo evita la remodelacién del tejido cardiaco en ratas
diabéticas. La hematoxilina y eosina tifien el citoplasmicas, nucleo y de matriz
extracelular del tejido cardiaco derecho y detectadas bajo microscopio (40X).
En la imagen del grupo diabético (DM) se observa una remodelacion tisular,
proceso que fue evitado por el sildenafilo durante la diabetes (DM/SILD).
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Figura 15. El sildenafilo evita la hipertrofia del cardiomiocito. El tratamiento
con sildenafilo del grupo DM (grupo DM/SILD) evit6é el aumento del area del
cardiomiocito, sin generar cambios en el area de los cardiomiocitos del grupo
CTRL/SILD. Los resultados se expresan como la media £ EEM (n = 9). * indica
P<0.05 vs CTRL; * indica P<0.05 vs CTRL/SILD; * indica P<0.05 vs DM/SILD.
El valor de p fue calculado usando una prueba de ANOVA de una via acoplada
a una prueba post hoc de Bonferroni.

De manera semejante, el conjunto de imagenes de la figura 16, muestra que, el
tejido cardiaco derecho de las ratas del grupo DM presentan mayor coloracion y
entramado de las fibras rojas en la imagen (colageno tefido) al comparar con la
imagen del tejido cardiaco derecho de las ratas del grupo CTRL, también se observo
gue el tejido cardiaco derecho de las ratas del grupo DM/SILD presenta una menor
coloracion y entramado respecto a la presentada en los tejidos cardiacos derechos
de la rata del grupo DM, sin presentar una diferencia aparente con la coloracién y
distribucion de fibras del resto de tejidos cardiacos derechos de la imagen. Estas
observaciones concuerdan con los valores cuantitativos, ya que encontramos que
la cantidad de colageno presente en el VD de las ratas del grupo DM/SILD es del
7.03 + 1.03 %, menor significativamente comparado contra el 16.17 + 1.86 %
encontrado en el VD de las ratas del grupo DM, ademas encontramos que no hay

diferencia significativa entre la cantidad de colageno presente en los ventriculos
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derechos de las ratas pertenecientes a los grupos CTRL y CTRL/SILD (6.00 + 0.51
vs 820 = 1.09 %; respectivamente), asi mismo no hallamos diferencias
estadisticamente significativas entre la cantidad de coldgeno presente en los
ventriculos derechos de las ratas pertenecientes a los grupos DM/SILD vs
CTRL/SILD y DM/SILD vs CTRL (Figura 17).

CTRL/SILD

DM/SILD

Figura 16. El sildenafilo evita el aumento en la deposicion de colageno en
el tejido cardiaco de ratas diabéticas. Las fibras de colageno fueron tefiidas
de color rojo por el colorante rojo 80 y detectadas bajo microscopio (40X). La
imagen del grupo diabético (DM) muestra mayor presencia, entramado y
engrosamiento de las fibras de colageno, proceso que fue evitado por el
sildenafilo durante la diabetes (DM/SILD).
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Figura 17. El sildenafilo evita la fibrosis ventricular derecha. La
administracién crénica con sildenafilo durante la diabetes (grupo DM/SILD) evitd
el aumento de la presencia de colageno en el ventriculo derecho, sin inducir
cambios en la presencia de colageno en el ventriculo derecho del grupo
CTRL/SILD. Los resultados se expresan como la media £ EEM (n = 9). * indica
P<0.05 vs CTRL; * indica P<0.05 vs CTRL/SILD; * indica P<0.05 vs DM/SILD.
El valor de p fue calculado usando una prueba de ANOVA de una via acoplada
a una prueba post hoc de Bonferroni.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS
8.1. El tratamiento con sildenafilo no modifica los valores de glucosa

sanguinea o el peso corporal

Los valores de glucosa sanguinea y peso corporal son semejantes a los reportados
recientemente por nuestro grupo de trabajo (Garcia-Gonzalez y cols., 2022) y por
otros grupos que emplean un modelo animal de diabetes tipo 1 (Alsalahi y cols.,
2018; Dhaliwal y cols., 2020).

Hallamos que 48 horas posteriores a la administracion de la STZ y a lo largo del
seguimiento del modelo experimental, en los grupos DM se elevo el valor de glucosa
sanguinea por arriba de los 400 mg/dL, comparado con los 100 mg/dL
(aproximadamente) que presentaron los grupos CTRL y CTRL/SILD.
Desafortunadamente, en la presente tesis doctoral no exploramos el mecanismo de
accion de la STZ, por lo tanto, creemos que la hiperglucemia en las ratas DM actua
acorde al mecanismo reportado en la bibliografia. Se ha propuesto que esta
sustancia diabetogénica ingresa a las células B pancreaticas a través de los
transportadores GLUT-2 y desencadena un proceso de alquilacion principalmente
en el oxigeno en la posicion 6 de la guanina (OS), resultando en la fragmentacion de
ADN (Lenzen, 2007). Ademas del dafo directo sobre los acidos nucleicos, se
considera que la STZ desgasta los mecanismos de reparacion de ADN y puede
generar glicacion de proteinas clave en la obtencion de ATP, por lo que la
disminucién de la energia celular favorece la necrosis de las células B-pancreaticas
(Lenzen, 2007; Yan, 2022). Por lo tanto, se pierde la capacidad de producir insulina
y su efecto regulador de la glucemia. Al mismo tiempo encontramos que el
tratamiento con sildenafilo no modifica el valor de la hiperglucemia durante la
diabetes. Por lo tanto, proponemos que el sildenafilo no participa en el control de la

glucemia sanguinea.

Respecto al peso corporal, encontramos una disminucion en la capacidad de
ganancia de peso de los animales pertenecientes a los grupos DM y DM/SILD. El
mecanismo no fue explorado en este estudio, por lo tanto, asumimos que la pérdida

de la capacidad de ganancia esta relacionada con la ausencia de la insulina, como
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se ha reportado en la bibliografia (Baumeier y cols., 2017; Anderson y cols., 2018).
Se propone que esta hormona regula procesos anabdlicos al favorecer el transporte
de glucosa y aminoacidos a las fibras del musculo esquelético, ademas de disminuir
la degradacion de proteinas y favorecer la lipogénesis. En este sentido, al no
encontrar recuperacion en la capacidad de ganancia de peso corporal en las ratas
diabéticas tratadas con sildenafilo, suponemos que dicho tratamiento no participa
en los mecanismos de regulacion de los procesos metabdlicos y de

remuscularizacion.

8.2. El tratamiento crénico de sildenafilo en ratas diabéticas tipo 1
evita el desarrollo de la hipertension pulmonar, a través de la

prevencion de la disfuncion endotelial

Encontramos que las ratas diabéticas desarrollaron HP a las 12 semanas. Este
resultado es semejante al reportado en la bibliografia y publicado por nuestro grupo
de investigacion en un modelo de rata con diabetes tipol (Lopez-Lopez y cols.,
2021). Por otra parte, es importante mencionar que la diabetes es un importante
factor de riesgo en la progresion de la HP y la mortalidad durante la comorbilidad de

estas dos enfermedades (Khateeb y cols., 2019; Trammell y cols., 2020).

El mecanismo por el cual la diabetes induce HP en este modelo de ratas ha sido
explorado por nuestro grupo de investigacion y por el grupo del Dr. Pérez Vizcaino
de la Universidad Complutense de Madrid. Se ha propuesto que la HP secundaria
a la diabetes esta relacionada con la DE de las arterias pulmonares. La reduccion
en la eficiencia del endotelio se ha vinculado con la sobreexpresion de las enzimas
NADPH oxidasa y COX-2, que son productoras de radicales superoxidos en el
territorio pulmonar (Lopez y Lopez y cols., 2008; Lopez y Lépez y cols., 2011;
Garcia-Gonzélez y cols., 2021). En esta direccion, nuestros resultados sobre el
mecanismo de la hipertension secundaria a la diabetes podrian interpretarse de la

misma manera.
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Al comparar nuestros resultados en funcion de la capacidad relajante y contractil de
las arterias pulmonares de las ratas diabéticas contra los datos publicados por
nuestro grupo de investigacion pero con un periodo de seguimiento experimental
menor, podemos describir que, la capacidad relajante inducida por Ach en las
arterias pulmonares con 8 semanas de seguimiento, se reduce en un 21% respecto
a la misma capacidad en las arterias pulmonares de ratas control, mientras que en
las ratas diabéticas con 12 semanas de seguimiento se reduce un 27% al comparar
con la respuesta de las arterias pulmonares control. Ademas, encontramos que la
capacidad contractil inducida por 5HT de las arterias pulmonares diabéticas a las
12 semanas es del 48% mayor comparado a la contraccién de arterias pulmonares
control, contra un 33% mas de contraccion obtenido a las 8 semanas de las arterias
pulmonares diabéticas al comparar contra las arterias pulmonares control. Es decir
gue la tasa de disminucion de la capacidad relajante es de 1.2 veces mayor a las
12 semanas comparado contra las 8 semanas, mientras que la tasa de aumento de
contraccion es de 1.4 veces, a las 12 semanas comparado contra las 8 semanas.
Por lo tanto, este analisis nos indica que el grado de DE en las ratas diabéticas, es
dependiente del tiempo, por lo que a las 12 semanas se presenta un mayor grado
de DE. Esta afirmacién coincide con el hecho de que el valor de presion pulmonar
aumenta progresivamente, como se ha demostrado en un analisis temporal por
ecocardiograma (L6pez-Lopez y cols., 2021). Estas evidencias fortalecen la

hipotesis de que la HP durante la diabetes tiene su origen en la DE.

Con respecto al efecto del sildenafilo es importante mencionar que nuestro grupo
de investigacion ha encontrado por primera vez un efecto “protector” sobre la HP en
las ratas diabéticas (Garcia-Gonzalez y cols., 2022). Haciendo la aclaracion que el
sildenafilo se encuentra indicado en la guia de la practica clinica del IMSS y en las
guias clinicas internacionales como medicamento para el tratamiento de la HP de
origen no diabético (GPC, IMSS, 2010; Galie y cols., 2019; Simonneau y cols, 2019).

Con la evaluacion de la respuesta vascular al citrato de sildenafilo, podemos
suponer que la actividad de la PDE5 en las arterias pulmonares de las ratas

diabéticas no se encuentra modifica, por lo que los cambios en la regulacion del
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efecto vasomotor mediado por GMPc pueden deberse al aumento en la expresion
de la PDE5 como se demostrd en corazén durante la HP secundaria a diabetes
(Garcia-Gonzalez y cols.,, 2022) y por su puesto a la disminucion de la
biodisponibilidad del NO como ya hemos mencionado anteriormente.

En este sentido, el efecto terapéutico del sildenafilo se ha relacionado con la
inhibicibn competitiva de la PDE5 pulmonar, evitando la degradacién del GMPc
(Coheny cols., 2019), permitiendo la reduccion eficiente de la concentracion de Ca?*
intracelular vascular pulmonar (Rashid y cols., 2017). Este mecanismo permite que
el NO liberado paracrinamente por el endotelio, incremente su eficiencia en la
induccion de su efecto vasodilatador en las arterias pulmonares (Galie y cols.,
2019).

El mecanismo “protector” del sildenafilo sobre la presion arterial de las ratas
diabéticas, puede explicarse de la misma forma que en el parrafo anterior. Como
hemos mencionado anteriormente, la HP de las ratas diabéticas esta relacionada
con un incremento del estatus oxidativo y por lo tanto una reduccion de la
biodisponibilidad de NO liberado por el endotelio. Bajo la accion del sildenafilo, es
probable que el poco NO que alcanza a llegar a la capa media de la arteria pulmonar
resulte mas eficiente en la produccion y conservacion del GMPc vy, por lo tanto, se
evade la DE. Esta propuesta puede respaldarse por el efecto que presenta el
sildenafilo (tratamiento in vivo y administracion in vitro) sobre la mejora en la
relajacion a Ach y la inhibicion de la hipercontracion a 5HT de las arterias

pulmonares de ratas diabéticas.

8.3. El sildenafilo evita la hipertrofia y remodelacion ventricular

derecha en ratas diabéticas tipo 1

Nuestros resultados demuestran que las ratas diabéticas con HP también
desarrollan aumento de la masa del VD, hipertrofia de los cardiomiocitos y fibrosis
ventricular derecha. Este resultado concuerda con los hallazgos recientemente

publicados nuestro grupo de investigacion.
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Bajo condiciones semejantes a las desarrolladas en este trabajo (HP secundaria a
la diabetes), previamente reportamos que a las 8 semanas de seguimiento
experimental las ratas diabéticas presentan aumento de la masa del VD (Garcia-
Gonzalez y cols., 2022), mientras que a las 12 semanas de seguimiento
experimental, los corazones de las ratas diabéticas presentan aumento de la
poscarga, disminucion de la fraccion de acortamiento, sobrecarga y disfuncion del
VD, acompafiado de cambios en los indices Tei y TAPSE, los cuales son
indicadores indirectos de la funcién cardiaca (Lépez y Lépez y cols., 2021). De
manera similar, durante la HP no asociada a la diabetes, se ha descrito que los
cambios que ocurren en el VD se presentan como un mecanismo adaptativo
secundario al incremento en la resistencia vascular pulmonar (Vonk Noordegraaf y
cols., 2017; Guazzi, 2018) que se acompafa con el aumento de la masa y de la
contractilidad del VD para compensar el incremento de la poscarga del VD
(Thenappan y Weir, 2020).

En la busqueda de la caracterizacion y descripcion de los cambios que ocurren en
el VD de ratas con HP secundaria a la diabetes que dan origen a la HVD, obtuvimos
una serie de resultados novedosos. Encontramos que los corazones de las ratas
diabéticas presentan remodelacion tisular cardiaca derecha, aumento del tamafo
del cardiomiocito y aumento en la disposicion de colageno presente en la matriz

extracelular.

De manera descriptiva y cuantitativa podemos comentar que el aumento del tamafio
del cardiomiocito de las ratas diabéticas confirma el diagnostico de HVD propuesto
con el hallazgo del incremento del indicador general de HVD (indice Fulton) y con
la remodelacién del VD observada por ecocardiografia (Lopez-Lopez y cols., 2021).
En ausencia de diabetes, se ha planteado el mecanismo por el cual se genera la
hipertrofia del cardiomiocito durante la HP. Las evidencias indican que el aumento
del tamafio del cardiomiocito se encuentra asociado a la sobrecarga del VD, ya que
induce la desregulacion de las proteinas cinasas dependientes de GMPc y Ca?*
(PKG y PKC) y su correspondiente desregulacion de factores mitbgenos que dan

origen al crecimiento del cardiomiocito y al aumento de la masa del VD (Lee y cols.,
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2012; Lorenz y cols., 2014; Vazquez y cols, 2020). Por lo tanto, podemos sugerir
gue la sobrecarga del VD durante la HP secundaria a la diabetes, repercute sobre
factores de regulacion del crecimiento celular, que deriva en una redistribucién

tisular e hipertrofia de los cardiomiocitos del VD.

Otro hallazgo inédito que aporta la presente tesis es el aumento en la presencia de
colageno del VD durante la HP diabética. Existen evidencias de que los modelos
animales de HP sin diabetes presentan un aumento en la distribucién del colageno,
y que dicho efecto se debe a la activacion de receptores tipo TGF-3, los cuales son
fosforilados por la sobrecarga del VD, por lo que a través de proteinas Smad activan
a factores de transcripcion como CREB-1 que induce la activacion de genes que
regulan la matriz extracelular a partir de la sintesis de colageno (Gong y cols., 2014;
Grinnan y cols., 2016). Por lo tanto, nosotros consideramos que ocurre un
mecanismo semejante bajo nuestras condiciones experimentales. Creemos que el
aumento en la resistencia pulmonar provoca el aumento en la sobrecarga del VD
gue da origen a la activacion factores de transcripcion que derivan en el aumento

de la sintesis de colageno y su distribucion extracelular.

De manera global, el aumento en la presencia de colageno es un indicador de
fibrosis cardiaca. Por lo tanto, el aumento en la disposicion de colageno que
observamos en los ventriculos derechos de las ratas diabéticas demuestra la
presencia de fibrosis ventricular (rigidez ventricular) que es considerada como uno
de los principales factores que dan origen a la insuficiencia cardiaca (Tian y cols.,
2018; Kim y cols., 2021), que como hemos descrito recientemente, también
presentan nuestro modelo experimental a las 12 semanas de seguimiento (Lépez y

Lopez y cols., 2021).

Por lo tanto, y con respecto a la HP secundaria a la diabetes, la hipertrofia del
cardiomiocito y el aumento de la presencia de colageno en el VD, aportan nuevas
evidencias sobre los cambios que dan origen a la remodelacion e insuficiencia

cardiaca derecha durante la HP secundaria a la diabetes.
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Bajo nuestras condiciones experimentales, encontramos que el tratamiento con
sildenafilo (60 mg/kg de peso) evade completamente el desarrollo y tendencia a la
HVD. A diferencia de reportes previos (con condiciones experimentales
semejantes), donde si bien el sildenafilo evita el desarrollo de HVD, se mantuvo una
ligera tendencia al aumento de la masa del VD, este efecto se asoci6 con el hecho
de que no se logré prevenir en su totalidad la hiperrespuesta a agonistas
contractiles, por lo que podria mantenerse un ligero aumento de la resistencia
vascular pulmonar (Garcia-Gonzalez y cols., 2022). Clinicamente se ha reportado
gue, en ausencia de diabetes, pacientes hipertensos pulmonares tratados con
sildenafilo mejoran sus sintomas clinicos y previenen la remodelacion y falla
cardiaca (Belyavskiy y cols., 2020). Ademas, en modelos animales sin diabetes, el
tratamiento con sildenafilo tiene la capacidad de evitar el aumento de la presion del
VD, la remodelacion estructural, el desarrollo de hipertrofia y mejorar la funcion del
VD (Yoshiyuki y cols., 2016; Li y cols., 2021), efecto que se ha asociado a la
reduccion de la resistencia vascular pulmonar y la reduccion de la sobrecarga del
VD (Monzo y cols., 2021), por lo que no existe la activacion de los procesos
adaptativos que desencadenan la remodelacion del VD. Con este respaldo
bibliografico, creemos que el sildenafilo reduce la resistencia vascular pulmonar vy,
por lo tanto, la sobrecarga del VD durante la diabetes. Este mecanismo respalda el
hecho de que la administracion de sildenafilo logro evitar la remodelacion histolégica
y la hipertrofia del cardiomiocito durante la HP diabética. Por lo tanto, creemos que
el efecto del sildenafilo en la prevencion de la HP evade la sobrecarga ventricular y
logra evitar la remodelacion del tejido ventricular derecho y la hipertrofia de los

cardiomiocitos del VD.

Ademas, nuestro hallazgo de que el tratamiento con sildenafilo logré evitar el
aumento en la disposicién de colageno presente en la matriz extracelular se explica
en el mismo sentido que en el parrafo anterior. Sabemos que el tratamiento cronico
con sildenafilo durante la diabetes logré evitar la HP y seguramente la sobrecarga
del VD, es decir, que la probable reduccion de la poscarga ventricular derecha
asociada al sildenafilo evité la activacion de vias de sefalizacion encargadas de la

sintesis de colageno, evitando su sobreexpresion en la matriz extracelular. Este
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proceso representa un posible mecanismo de proteccion contra la fibrosis e
insuficiencia cardiaca derecha durante la HP secundaria a diabetes.

Consideramos que los mecanismos hasta ahora propuestos son los principales
encargados de evitar la remodelacion del VD durante la HP diabética, sin embargo,
no descartamos la posibilidad de que el sildenafilo presente efectos regulatorios
directos sobre el tejido cardiaco derecho no asociados con el cambio de presién o
resistencia vascular pulmonar, ya que se ha reportado que el tratamiento con
sildenafilo puede disminuir la expresién de proteinas involucradas en la regulacién
de GMPc (Archer y Michelakis, 2009; Aljanabi y cols., 2020), modificar mecanismos
celulares implicados en la funcién celular (Kiso y cols., 2013; Escudero y cols., 2021)
y modificar la capacidad de fosforilacion de proteinas que regulan factores de
transcripcion (Rai y cols., 2018). Por lo tanto, para las investigaciones futuras,
debemos considerar la posibilidad de evaluar estos probables efectos.
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CONCLUSIONES

. La diabetes conduce al desarrollo de HP por disminucion de la capacidad
relajante dependiente del endotelio y aumento de la hiperrespuesta contrctil
en el lecho vascular pulmonar, sin modificar la via de sefalizacién del NO ni
la actividad vascular de la PDES5.

. El aumento de la presion arterial pulmonar, provoca el aumento de la
resistencia vascular pulmonar y la sobrecarga del VD, dando lugar a la
hipertrofia del cardiomiocito y el aumento en la presencia de colageno del
VD, con la consecuente remodelacion, fibrosis, aumento de la masa e
insuficiencia cardiaca derecha.

. El tratamiento cronico con sildenafilo evita la HP a través de la prevencion de
la disfuncion endotelial vascular pulmonar, por lo tanto, impide la sobrecarga
del VD y evade los mecanismos adaptativos de hipertrofia, remodelacion,
fibrosis e insuficiencia cardiaca derecha.

. Este conjunto de evidencias contribuye a la actual descripcion del mecanismo
de remodelacion del VD presente en la hipertension pulmonar originada por
la diabetes y al mecanismo antihipertensivo pulmonar del sildenafilo durante

la diabetes.

71



10.PERSPECTIVAS

A. Los resultados obtenidos en la presente tesis indican que el tratamiento
cronico con sildenafilo evita la disfunciobn endotelial de las arterias
pulmonares de ratas diabéticas, por lo tanto, previene los cambios
hemodinamicos en la artera pulmonar y evita la induccion de mecanismos
adaptativos del ventriculo que deriven en la hipertrofia ventricular derecha.
Sin embargo, somos conscientes de que aln nos encontramos distantes de
poder proponer un mecanismo celular y molecular completo de los cambios
presentes durante la diabetes que dan el origen a la hipertensién pulmonar y
a la hipertrofia ventricular derecha. Por lo tanto, se debe profundizar en los
mecanismos subyacentes que nos permitan una descripcion completa del
proceso fisiopatologico y la repercusion del tratamiento con sildenafilo sobre
el mismo.

B. Aunque en la presente tesis se aportaron evidencias que describen la
hipertrofia ventricular derecha y la presencia de fibrosis a nivel histoldgico, se
debe confirmar el aumento del tamafio celular con una herramienta mas
especifica que permita la visualizacién exacta del limite celular y confirmar
gue el aumento en la masa del VD se debe a la hipertrofia del cardiomiocito.

C. Continuando con la descripcion del mecanismo celular que describa los
cambios ventriculares durante la diabetes y bajo tratamiento con sildenafilo,
se debe cuantificar la expresion de la PDES5 en ventriculo derecho durante la
diabetes, ya que hasta el momento solo se cuenta con datos de expresion,
pero de homogenizado de corazén completo. Ademas, es necesario
confirmar a nivel ventricular que la capacidad de inhibicién de la actividad
enzimatica del sildenafilo no cambia durante la diabetes, como lo propusimos
en esta tesis sobre el lecho vascular pulmonar. Los posibles cambios tanto
de la expresion como de la actividad de la PDE5 en VD, deben ser analizados
y discutidos considerando el valor de la concentracion de GMPc en el VD
durante la diabetes, en presencia y ausencia de sildenafilo, por lo que

también se debe cuantificar.
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D. También sabemos que debemos profundizar la busqueda de los mecanismos
de regulacioén de la expresion de la PDES5 en VD, por lo que se debe evaluar
la expresién del mensajero de la PDES5, ya que se ha reportado que dicho
gen es regulado por proteinas cinasas dependientes de GMPc, por lo que
seria muy relevante proponer los mecanismos de regulacion inducidos por el
sildenafilo. Durante la diabetes e hipertensién pulmonar se provocan cambios
en la actividad de enzimas reguladas por calcio y por GMPc. Por lo tanto, es
necesario iniciar con la evaluacion de los cambios en la sefializacion y
activacion o inhibicion de genes involucrados en las cascadas se
sefalizacion que involucran a las cinasas PKG y PKC, como posibles
mecanismos que participan en la prevencion de remodelacion y adaptacion
del VD a la hipertension pulmonar secundaria a la diabetes.

E. También es necesario que se describan los parametros cardiacos durante la
HP secundaria a la diabetes de manera funcional, es decir, que se debe
confirmar que los efectos protectores del sildenafilo, no solamente se
encuentran a nivel histolégico o celular, sino que debemos evaluar si
realmente la proteccion se traduce en la conservacion de la funcion cardiaca

derecha durante la HP secundaria a la diabetes.
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Apéndice A

Protocolo paratincién con hematoxilinay eosina

1. Hidratacién

Xileno 3 cambios de 10 min c/u.

Etanol absoluto 3 cambios de 5 min c/u.
Etanol al 96% 3 cambios de 5 min c/u.
Etanol al 80% por 1.5 min.

2. Tincién

Colocar laminillas en hematoxilina por 1.5 min.

Sumergir en agua por 2.5 min para eliminar el exceso de colorante y virar.
Colocar laminillas en eosina por 15 segundos.

Eliminar el exceso de colorante en agua corriente.

3. Deshidratacion

Etanol al 80% (7 segundos).

Etanol al 96% (7 segundos).

Etanol absoluto (7 segundos).

Etanol-Xilol (7 segundos).

Xilol (7 segundos).

Cubrir con resina y colocar el cubreobjetos.

Protocolo paratincion con Rojo 80

1. Hidratacion

Xileno 3 cambios de 10 min c/u.

e Etanol absoluto 3 cambios de 5 min c/u.
e Etanol al 96% 3 cambios de 5 min c/u.
e Etanol al 80% por 1.5 min.

2. Tincién

e Colocar laminillas en rojo 80 al 0.1% en una solucion saturada con acido
picrico por 1 hora.

e Dar dos lavados en agua acidificada al 0.5% con &cido acético.

e Cubrir con resinay colocar el cubreobjetos.
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ABSTRACT

Chronic treatment with sildenafil (SILD) is an effective protector on the development of cardiovascular
complications of pulmonary hypertension (PH) and diabetes. However, to date, no studies have evaluated
the effect of SILD on cardiopulmonary pathophysiology during PH secondary to type 1 diabetes. Aim: The
present study aimed to evaluate the beneficial effects of chronic SILD treatment on pulmonary arterial
pressure, right ventricular hypertrophy (RVH) and cardiac autonomic dysfunction in rats with PH second-
ary to diabetes. Metodology: Male Sprague Dawley rats were randomly distributed into the control group
(saline), diabetic group (60 mg/kg with streptozotocin), SILD-treated control group (20 mg/kg) and SILD-
treated diabetic group. Results: After 8 weeks the type 1 diabetic animals presented PH, endothelial
dysfunction of the pulmonary arteries, electrocardiographic alterations, RVH and overexpression of
phosphodiesterase type 5 in the heart. In type 1 diabetic animals, SILD treatment prevented the devel-
opment of PH, endothelial dysfunction and RVH. SILD treatment also prevented alterations in the
corrected QT period and heart rate variability and prevented overexpression of phosphodiesterase type
5. Conclusion: Our results indicate for the first time that SILD treatment prevents pulmonary arterial
endothelial dysfunction, pulmonary hypertension, right ventricular hypertrophy and improves heart rate
variability in type 1 diabetic rats.

KEYWORDS

Sildenafil; diabetes mellitus;
pulmonary hypertension;
right ventricular
hypertrophy; cardiac
autonomic neuropathy

Introduction that type 1 diabetic rats induced with streptozotocin develop
pulmonary endothelial dysfunction, PH, DVH (14,15), and right
ventricular failure (16).

To date, the beneficial effects of chronic SILD treatment on
cardiopulmonary complications during PH secondary to type 1
diabetes have not been explored. Therefore, the present study
was designed to evaluate the effect of chronic SILD treatment on
pulmonary arterial pressure (PAP), RVH and cardiac autonomic
dysfunction of rats with PH secondary to type 1 diabetes. Here
we demonstrate for first time that chronic SILD treatment pre-
vents the increase in PAP, RVH and cardiac autonomic dysfunc-
tion of rats with PH secondary to type 1 diabetes.

Sildenafil (SILD) is an inhibitor of phosphodiesterase type 5
(PDE5), an enzyme that catalyzes the degradation of cyclic
guanosine monophosphate (¢cGMP) (1). Inhibition of PDE5
is an effective pharmacological strategy to relax the pulmon-
ary arterial vasculature, through enhancing nitric oxide
(NO) signaling and increasing the availability of cGMP
(2,3). Therefore, chronic SILD treatment is currently used
to reduce pulmonary pressure and to improve the physical
capacity of patients with pulmonary hypertension (PH)
(4,5). In addition, SILD has shown effectiveness in reducing
right ventricular hypertrophy (RVH) and improving cardiac
autonomic dysfunction (6,7), which are cardiac complica-

tions frequently induced by PH.

On the other hand, in patients with diabetes, SILD has shown
effectiveness in reducing infarct size (8), improving cardiac
function, and increasing heart rate variability (HRV) (9-11). It
is now accepted that patients with diabetes have a higher risk
factor for developing PH (12) and aggravation of cardiovascular
problems (13). Type 2 diabetes is more prevalent in the popula-
tion; however, all types of diabetes are associated with cardio-
vascular problems. The results of our research group have shown

Materials and methods

Animals were provided by the vivarium “Claude Bernard,” at
the Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. The proto-
col was approved by the Committee for the Care and Use of
Laboratory Animals of the Benemérita Universidad Auténoma
de Puebla (100003977-UALVIEP-19/2) and the study was per-
formed according to the guidelines of the Mexican Official
Standard NOM-062-ZO0-1999 (17). Male Sprague Dawley
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rats (200-250 g) maintained with food and water ad libitum.
Four groups were formed from the random distributed of the
animals; the control group (CTRL), the control group treated
with sildenafil (CTRL/SILD), the diabetic group (DM) and the
diabetic group treated with sildenafil (DM/SILD).

Diabetes induction and sildenafil treatment

The blood glucose concentration of all animal groups was
determined before the induction of experimental diabetes by
the tail-tip prick of the rats and a clinical glucometer (ACCU-
CHEK Active, Roche Lab.). Induction of experimental diabetes
in the DM and DM/SILD groups was performed by intraper-
itoneal (i.p.) administration of streptozotocin (STZ) (single
dose, 60 mg/kg, Sigma-Aldrich). The CTRL and CTRL/SILD
groups were treated with administration of 200 pL of saline
(0.9%, NaCl, i.p.). Rats with blood glucose values 2350 mg/dL
48 h after STZ administration were considered to have experi-
mental diabetes. Additionally, the CTRL/SILD and DM/SILD
groups were treated with a daily dose of SILD (20 mg/kg,
Pfizer) orally (via a metal ball-tipped gavage), while the CTRL
group was treated with a daily dose of 500 pL of saline (0.9%,
NaCl) orally. After the eighth week of treatment, the four
experimental groups were employed to obtain the following
determinations:

Evaluation of pulmonary arterial pressure

The animals were anesthetized by administration of Ketamine-
Xylazine mixture (60 and 4 mg/kg, respectively) via i.p. To
obtain PAP, a catheter (polyurethane lumen 3 Fr (1 mm)
x 30 cm) was introduced into the right jugular vein until it
reached the pulmonary artery. The catheter was connected to
a pressure transducer (AD INSTRUMENTS MLT0380/A) and
the generated signal was amplified (CIDES AMPLIFIER
DCT001) displayed and stored in a computer using LabChart
7.0 software (ADInstruments).

Evaluation of systemic blood pressure

Rats were kept at rest 10 min before and during the determina-
tion in a warm and quiet room. Systolic arterial pressure was
determined by plethysmographic recording (noninvasive
method). The transducer (MLT125/R; ADInstruments) was
placed at the base of the rat tail, while the signal was amplified
(ML132; ADInstruments), displayed and stored in a computer
using LabChart 7.0 software (ADInstruments).

Determination of endothelial function

After PAP determination, the lungs were removed and
deposited in Krebs-Henselleit solution (NaCl 118 mM,
KCl 4.75 mM, NaHCO; 25 mM, MgSO, 1.2 mM, CaCl,
2.0 mM, KH,PO, 1.2 mM and Glucose 11 mM). Pulmonary
arteries (PA) were cut into 3 mm long rings without
removing the endothelium. The rings were placed inside
Ahllin cups with 5 mL of Krebs-Henselleit solution at 37°C
and bubbled with carbogen (95% O,, 5% CO,) for isometric
tension recording. Tension was obtained using a transducer

(GRASS FT-03) coupled to an amplifier (GRASS 7-DAJK)
and the signal was observed on a computer with LabChart
7.0 software (ADInstruments). Before drug administration,
the preparations were subjected to a basal tension of 0.75 g
and a stabilization period of 15 min.

Endothelial function was assessed by acetylcholine (Ach) relax-
ant capacity and serotonin (5-HT) contractile capacity. One group
of rings (of the 4 groups of rats) was given phenylephrine (Phe)
(1X10™7 M) for the elicitation of a stable 10 min contraction. To
obtain the relaxing effect, cumulative concentrations of Ach
(1X107°-3X107> M) were applied. To another group of rings (of
the 4 groups of rats) 80 mM potassium chloride (KCI) was applied
to obtain a stable contraction of 45 min After this period the
preparations were washed with Krebs-Henselleit solution to
obtain the basal tension. To obtain the contractile effect, cumula-
tive concentrations of 5-HT (1X10~°-3X10~> M) were applied.

Evaluation of right ventricular hypertrophy

RVH was obtained by the determination of the Fulton index
(FI) (18). After PAP determination, the heart was removed,
right ventricle (RV), and left ventricle (LV) plus septum (S)
were dissected. The two portions were weighed to obtain the
ratio of RV wet weight over LV wet weight plus septum (Fulton
Index = RV/ LV+S).

Determination of phosphodiesterase type 5 expression

After PAP determination of the animals in the 4 groups, their
hearts were extracted for PDE5 detection by western blotting.
Total heart protein extracts (30 mg) were separated by SDS-
PAGE (10% polyacrylamide) using the Laemmli method on
a mini-gel system (Bio-Rad, Mini-Protein). Total proteins were
transferred to PVDF membranes at 90 mA for 16 hours. PVDF
membranes were blocked with 5% BSA in TBS-T for two hours
at room temperature and washed 5 times with TBS-T for 5 min
each. They were then incubated with rabbit polyclonal anti-
PDE5 antibody (Abcam, ab14672) (1:1000 in TBS-T) overnight
at 4°C. Incubation with horseradish peroxidase-conjugated rab-
bit anti-IgG secondary antibody (Abcam, ab205718) (1:2000 in
TBS-T) was performed for two hours at room temperature and
washed 10 times for 3 min each with TBS-T. Finally, the bands
corresponding to PDE5 were visualized by chemiluminescence
(Luminol; Millipore, Western Chemiluminescent HRP Substrate
(ECL)) and identified concerning the molecular weight marker
with the image obtained with image analysis software (Li-COR,
C-Digit blot scanner).

The corresponding bands to PDE5 were quantified by densito-
metric analysis using image analysis software (Li-COR, C-Digit
blot scanner). Endogenous p-actin detected with primary mouse
anti-B-actin antibody (mAbcam 8226) (1:2000) and secondary
mouse anti-IgG coupled to horseradish peroxidase (Abcam,
ab6789) (1:4000) was used as endogenous protein under the
same conditions as PDE5. The results for PDE5 were expressed
as a percentage concerning the relative expression of P-actin
obtained as the average of the quotient of the division of the
chemiluminescence value of PDES5 over the same parameter of -
actin.
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Table 1. Effect of sildenafil on plasma glucose and body weight before and after 8 weeks of STZ administration.

Parameters Group Before the administration of STZ 48 hours after STZ 8 weeks after STZ

BG (mg/dL) CTRL 98.4 + 3.0 98 £ 3.9 101.0 + 2.7
CTRL/SILD 100.2 + 4.1 95+ 34 91.8 £49
DM 108.8 + 6.3 4274 +20.5 ** 5352+ 17.7 **
DM/SILD 102.6 £ 5.5 475.6 + 48.17 ** 509 + 249 **

BW (g) CTRL 277.2 £10.7 2588 + 85 344.0 £ 15.2
CTRL/SILD 278.2 £ 3.7 2327 £ 119 319.6 £ 16.4
DM 2722 £ 9.7 273.0 £ 10.7 2132 +£97*"
DM/SILD 270.6 £ 11.0 272.7 £ 85 2142 + 156 **

STZ: Streptozotocin; BG: Blood Glucose; BW: Body weight. Results are expressed as the mean + SEM (n = 9). * indicates P < 0.05 vs CTRL; * indicates P < 0.05 vs CTRL/
SILD. The p-value was calculated using one-way ANOVA test with Bonferroni post hoc.

Obtention of electrocardiographic parameters

Animals were anesthetized by administration of a Ketamine-
Xylazine mixture (60 and 4 mg/kg, respectively) via i.p.
Three bipolar electrodes oriented according to Einthoven’s
frontal plane derivative II were used. The signal was ampli-
fied with an amplifier (ML132; ADInstruments) and digitized
with a data acquisition system (Powerlab 4/35; ADInstruments)
using LabChart 7.0 software (ADInstruments). Each recording
lasted approximately 60 min, of which the 5 most stable min
were analyzed. The RR intervals, heart rate (HR) and QT¢ period
(corrected QT period) were obtained from the electrocardio-
graphic recordings. The RR interval was obtained by determin-
ing the time of appearance of the maximum peak of the R wave
of the QRS complex minus the time of appearance of the max-
imum peak of the R wave of the immediately preceding QRS
complex. HR was obtained through the inverse of the RR period.
The QT period was obtained by determining the time of the end
of the T wave minus the onset of the Q wave of the electro-
cardiogram and was corrected using the RR interval by applying
Bazett’s formula, where QTc(ms) = QT/V(RR (s)).

HRYV was obtained by calculating in the time domain and
in the frequency domain, as well as by the nonlinear method
of electrocardiographic recordings with Kubios-HRV ver-
sion 2.1 software. 5 min without artifacts (abnormal
R-R intervals) was analyzed and HRV was obtained in the
time domain, which was determined by calculating the stan-
dard deviation of R-R intervals (SDRR), HRV in the fre-
quency domain by obtaining the high oscillations (HF; 0. 75
to 2.5 Hz) and low frequency (LF; 0.2 to 0.75 Hz) of the fast
Fourier transform and the HRV by a nonlinear method
through obtaining the parameters SD1 and SD2 of the
Poincaré plot.

Statistical analysis

The results are expressed as the mean + SEM. A one-way
ANOVA test was used and subsequently a Bonferroni post
hoc test was applied. P < .05 was considered a significant
difference. The maximum effect (Emax) of the drug and the
drug concentration producing 50% of Emax (pD,) was cal-
culated by fitting the individual curves with the logistic
equation E = Emax/1 + e-k*{[4"8/"PP2) Data processing
was performed with Origin Lab 8.5 software.

Results

Effect of streptozotocin administration on blood glucose
and body weight in rats

We found that after STZ administration (48 hours), rats in the
DM and DM/SILD groups presented blood glucose values above
400 mg/dL. While after the same period, the rats of the CTRL
and CTRL/SILD groups did not present significant changes in
blood glucose concentration. After STZ administration
(48 hours), the body weight of rats in the DM and DM/SILD
groups did not show a significant change compared to the body
weight of rats in the CTRL and CTRL/SILD groups (Table 1).

Effect of sildenafil treatment on blood glucose
concentration and body weight in the diabetic rats

After 8 weeks of SILD treatment, the blood glucose values of
rats in the DM/SILD group showed no significant difference
with the blood glucose values of rats in the DM group. In the
same period of SILD treatment, the blood glucose values of
the rats in the CTRL/SILD group also showed no significant
difference with the blood glucose values of the rats in the
CTRL group, furthermore, we found that the blood glucose
value of the rats in the DM group was significantly higher
concerning the blood glucose value in the rats in the CTRL
group. The blood glucose value in the DM/SILD group rats
was significantly higher concerning the blood glucose value
in the CTRL/SILD group rats. On the other hand, after
8 weeks of SILD treatment, the body weight of rats in the
DM/SILD group did not differ significantly from the body
weight of rats in the DM group. In addition, the body weight
of rats in the CTRL/SILD group showed no significant dif-
ference with the body weight of rats in the CTRL group,
while the body weight of rats in the DM group was signifi-
cantly lower than the body weight of rats in the CTRL group.
We also found that the body weight of rats in the DM/SILD
group presented a significantly lower value concerning the
body weight of rats in the CTRL/SILD group (Table 1).

Effect of sildenafil treatment on pulmonary arterial
pressure in diabetic rats

We found that after 8 weeks of SILD treatment the PAP value
of rats in the DM/SILD group was significantly lower concern-
ing the PAP value of rats in the DM group, whereas the PAP
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value of rats in the CTRL/SILD group was not significantly
different concerning the PAP value of the CTRL group. In
addition, we found that the PAP value of the rats in the DM
group was significantly higher concerning the PAP value of the
rats in the CTRL group. We did not find significant changes
when comparing the PAP value of rats in the DM/SILD versus
CTRL/SILD groups (Figure 1).

Effect of sildenafil treatment on systemic blood
pressure of diabetic rats

We found that with 8 weeks of SILD treatment, the systemic blood
pressure (SBP) value of rats in the DM/SILD group showed no
significant difference concerning the SBP value of rats in the DM
group. Also, no significant difference was found in the SBP value
of rats in the CTRL/SILD group concerning the SBP value of rats
in the CTRL group. No significant difference was found in the
SBP value of rats in the DM groups compared to the SBP value of
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Figure 1. Sildenafil prevents pulmonary arterial hypertension in diabetic rats.
Sildenafil treatment prevented the increase in pulmonary arterial pressure during
diabetes (DM/SILD) without causing changes in control conditions (CTRL/SILD).
Results are expressed as the mean = SEM (n = 9). * indicates P < .05 vs CTRL; *
indicates P < .05 vs CTRL/SILD; * indicates P < .05 vs DM/SILD. The p-value was
calculated using a one-way ANOVA test with Bonferroni post hoc.

rats in the CTRL group nor the SBP value of rats in the DM/SILD
group compared to the SBP value of rats in the CTRL/SILD group
(Table 2).

Effect of sildenafil treatment on the endothelium-
dependent vascular tone of pulmonary arteries of diabetic
rats

Regarding Ach-induced PA relaxation capacity, we found that
after 8 weeks of SILD treatment, the relaxation of the DM/SILD
group was significantly greater concerning the relaxation capacity
of the DM group and that the relaxation of the CTRL/SILD group
showed no significant change concerning the relaxation capacity
of the CTRL group. The relaxation of the PA of the rats in the DM
group was significantly lower than the relaxation capacity in the
PA of the rats in the CTRL group. Furthermore, we found no
significant difference between the relaxation of the PA of rats in
the DM/SILD versus CTRL/SILD groups (Figure 2).

As for 5-HT-induced contraction of PA (with the same
period of SILD treatment), we found that the contractile capa-
city of the DM/SILD group was significantly lower concerning
the contractile capacity of the DM group and that the contrac-
tile response of the CTRL/SILD group showed no significant
change concerning the contractile response of the CTR group.
We also found that PA contraction of rats in the DM group was
significantly higher when compared against PA contraction of
rats in the CTRL group, whereas we found no significant
difference between PA contraction of rats in the DM/SILD
versus CTRL/SILD groups (Figure 2).

With 8 weeks of SILD treatment, the maximum effect (Emax)
of the relaxation curve in the PA of rats in the DM/SILD group
was significantly higher than the Emax of the relaxation curve in
the PA of rats in the DM group. There were no significant
changes in the Emax of the relaxation curve in the PA of the
rats of the CTRL/SILD group concerning the Emax of the relaxa-
tion curve in the PA of the rats of the CTRL groups, but there was
a significantly lower value in the Emax of the relaxation curve in
the PA of the DM group concerning the Emax of the relaxation
curve in the PA of the rats of the CTRL group. We also found no
significant changes in the Emax of the relaxation curve in the PA
of the DM/SILD group rats concerning the Emax of the relaxa-
tion curve of the CTRL/SILD group. As for the pD, of the

Table 2. Sildenafil prevents alterations in electrocardiographic intervals without altering systemic blood pressure in diabetic rats and prevents alteration of heart rate

variability.

Parameters CTRL CTRL/SILD DM DM/SILD
HR (beats/min) 400.14 £ 5.35 392.82 +9.44 302.59 + 4.02%** 368.36 = 21.07
RR (ms) 150.36 + 2.00 153.54 + 3.57 198.80 + 2.71%#* 166.74 + 10.22
QTc (ms) 202.63 = 4.6 208.88 + 2.5 261.73 + 3.5%" 21449 + 3.7
SBP (mmHg) 1073 + 4.4 103.0 + 4.8 104.3 + 3.1 101.6 £ 5.0
SDRR (time domain) 7.07 £1.29 6.32 £ 0.63 3.32 + 0.32*** 6.37 £ 0.59
RMSSD (time domain) 3.73+0.18 412 £0.59 2.52 + 0.23*"* 411 £ 041
LF (frequency domain) 2845 + 43 28.12 + 34 3343 + 4.0%* 202 +2.2
HF (frequency domain) 70.83 £ 4.2 70.72 £ 3.3 65.63 + 4.4*"* 7853 +£23
LF/HF (frequency domain) 0.32 £ 0.04 0.4 +0.07 0.61 + 0.08*"* 0.3 £0.03
SD1 (nonlinear method) 2.67 £ 0.20 3.00 + 0.42 1.21 + 0.15*** 2.84 £ 037
SD2 (nonlinear method) 8.73 £ 0.49 8.90 £ 0.97 5.08 + 0.21%"* 8.81 £ 1.32

HR: Heart Rate; RR: R-R Interval; QTc: QT interval corrected for heart rate; SBP: Systemic Blood Pressure; SDRR: Standard Deviation of RR Intervals; RMSSD: Variance of the
RR Intervals; LF: Low-Frequency Oscillations; HF: High-Frequency Oscillations; LF/HF: Ratio of the Two Types of Oscillations; SD1: HRV Short-Term; SD2: HRV Long-Term.
Results are expressed as the mean + SEM (n = 9). * indicates P < 0.05 vs. CTRL; * indicates P < 0.05 vs DM/SILD; + indicates P < 0.05 vs CTRL/SILD. The p-value was
calculated using a one-way ANOVA test with Bonferroni post hoc.
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Figure 2. Sildenafil prevents endothelial dysfunction. (A) Endothelium-dependent relaxant effect induced by cumulative concentrations of acetylcholine in pulmonary
arteries. (B) Contractile effect of pulmonary arteries induced by cumulative concentrations of serotonin (5-HT). Results are expressed as mean + SEM and (n = 9). *
indicates p < .05 vs CTRL; * indicates p < .05 vs CTRL/SILD; * indicates P < .05 vs DM/SILD. The p-value was calculated using a one-way ANOVA test with Bonferroni post

hoc.

relaxation curve in the PA of the DM/SILD group rats, we found
no significant differences concerning the pD, of the relaxation
curve in the PA of the rats of the DM group. We also did not find
significant changes in the pD; of the relaxation curve in the PA of
the rats of the CTRL/SILD group concerning the pD, of the
relaxation curve in the PA of the CTRL groups. However, if we
found a significantly lower value of the pD, of the relaxation
curve for the PA of the rats of the DM group concerning the pD,
of the relaxation curve of the PA of the rats of the CTRL group.
When comparing the pD, value of the relaxation curves of the PA
relaxation curves of rats from the DM/SILD versus CTRL/SILD
groups, we found no significant differences (Table 3).
Concerning the 5-HT contraction-response curve (after
8 weeks of SILD treatment), we found that the Emax of the
contractile curve in the PA of rats in the DM/SILD group
was significantly lower than the Emax of the contractile
curve in the PA of rats in the DM group. Concerning the
Emax of the 5-HT contractile-response curve in the PA of
rats from the CTRL/SILD group, we found no significant
changes concerning the Emax of the 5-HT contractile-
response curve in the PA of rats from the CTRL groups.
In the PA of the rats of the DM group, we found that the
Emax of the contractile curve in the PA of the rats of the
CTRL group was significantly higher concerning the Emax
of the contractile curve in the PA of the rats of the DM/
SILD group concerning the Emax of the contractile curve

Table 3. Effect of sildenafil on affinity and maximum effect of vasomodulators
used in the evaluation of pulmonary arterial of diabetic rats.

Drug

agonist ~ Parameter CTRL CTRL/SILD DM DM/SILD

Ach Emax 0.74 £0.01 0.75+0.03 0.53 +0.02 *** 0.81 + 0.07
pD, 6.92 +0.07 6.64+0.12 6.12+0.14*" 661 £ 0.07

5-HT Emax 0.59 +0.04 0.58 +0.05 0.92 + 0.05**" 0.69 + 0.01
pD, 54007 54=0.08 6.00=*0.03* 5.7 £0.22

Ach: acetylcholine; 5-HT: 5-hydroxytryptamine; Emax: maximum effect; pD,: log
ED50. Emax and pD, values was calculated with data from the cumulative dose-
response curves of the pulmonary arteries. Results are expressed as the mean +
SEM (n = 9). * indicates P < 0.05 vs CTRL, * indicates P < 0.05 vs CTRL/SILD, *
indicates P < 0.05 vs DM/SILD. The p-value was calculated using one-way
ANOVA test with Bonferroni post hoc.

in the PA of the rats of the CTRL/SILD group. Also, we did
not find significant changes in the pD, of the contractile
curve of the PA of the rats in the DM/SILD group con-
cerning the pD, of the contractile curve of the PA of the
rats in the DM group. We did not find significant changes
in the pD, of the contractile curve of the PA of rats in the
CTRL/SILD group concerning the pD2 of the contractile
curve of the PA of rats in the CTRL group. However, we
found a significantly higher value of pD, in the contractile
curve of the PA of the rats in the DM group concerning the
pD, of the contractile curve of the PA of the rats in the
CTRL group. When comparing the pD, value of the con-
tractile curves of the PA of rats in the DM/SILD versus
CTRL/SILD groups, we found no significant differences
(Table 3).

Effect of sildenafil treatment on the Fulton index of
diabetic rats

We found that after 8 weeks of SILD treatment, the IF value
of the heart of rats in the DM/SILD group was significantly
lower concerning the IF value of the heart of rats in the DM
group, whereas with the same period of SILD treatment, the
IF value of the heart of rats in the CTRL/SILD group was not
significantly different concerning the IF value of the hearts
of rats in the CTRL group. In addition, we found that the IF
value of the heart of the rats in the DM group was signifi-
cantly higher concerning the IF value of the heart of the rats
in the CTRL group, furthermore we found that the IF value
of the heart of the rats in the DM/SILD group showed no
significant difference concerning the IF value of the hearts of
the rats in the CTRL/SILD group (Figure 3).

Effect of sildenafil treatment on phosphodiesterase type 5
expression in diabetic rat hearts

At 8 weeks of SILD treatment, we found that the expression
value of PDE5 in the heart of rats in the DM/SILD group
was significantly lower concerning the expression value of
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Figure 3. Sildenafil prevents right ventricular hypertrophy in diabetic rats. The
DM/SILD group shows that treating diabetic rats with sildenafil prevents right
ventricular hypertrophy (evaluated whit Fulton Index; ratio: RV/LV+S) and that the
treatment does not modify ventricular mass under control conditions (CTRL/SILD).
Results are expressed as the mean = SEM (n = 5). * indicates P < .05 vs CTRL; *
indicates P < .05 vs CTRL/SILD; * indicates P < .05 vs DM/SILD. The p-value was
calculated using one-way ANOVA test with Bonferroni post hoc.

PDES5 in the heart of rats in the DM group, whereas the
expression value of PDES5 in the heart of rats in the CTRL/
SILD group was not significantly different concerning the
expression of PDES5 in the heart of rats in the CTRL group.
Furthermore, we found that the PDE5 expression value in
the heart of rats in the DM group is significantly higher
concerning the PDE5 expression of the heart of rats in the
CTRL group, whereas the PDE5 expression value in the
heart of rats in the DM/SILD group showed no significant
difference concerning the PDE5 expression values in the
heart of rats in the CTRL/SILD group (Figure 4).

Effect of sildenafil treatment on electrocardiographic
parameters in diabetic rats

We found that after 8 weeks of SILD treatment, the HR value of
rats in the DM/SILD group was significantly higher compared
to the HR value of rats in the DM group, while the HR value of
rats in the CTRL/SILD group, showed no significant difference
from the HR of rats in the CTRL group. In addition, we found
that the HR value of the rats in the DM group was significantly
lower concerning the HR value of the rats in the CTRL group,
while the HR value of the rats in the DM/SILD group showed
no significant difference concerning the HR values of the rats
in the CTRL/SILD groups (Table 2).

At 8 weeks of SILD treatment, we found that the RR
interval duration of the rats in the DM/SILD group was
significantly shorter concerning the RR interval duration of
the rats in the DM group, whereas the RR interval duration
of the rats in the CTRL/SILD group showed no significant
difference concerning the RR interval duration of the rats
in the CTRL group. Additionally, we found that the RR
interval duration of rats in the DM group was longer
relative to the RR interval duration of rats in the CTRL
group. The RR interval duration of the rats in the DM/

SILD group also showed no significant difference with the
RR interval value of the rats in the CTRL/SILD group. We
also found that the QTc period of the rats in the DM/SILD
group was significantly shorter than the QTc period of the
rats in the DM groups and that the QTc period of the rats
in the CTRL/SILD group was not significantly different
from the QTc period of the rats in the CTRL group. In
addition, the QTc period of rats in the DM group was
longer than the QTc period of rats in the CTRL group
and we found no significant difference in the QTc period
of rats in the DM/SILD group concerning the QTc period
of rats in the CTRL/SILD groups (Table 2).

Effect of sildenafil treatment on heart rate variability in
diabetic rats

After 8 weeks of SILD treatment, we found that HRV (in the
time domain, in the frequency domain and by the nonlinear
method) of rats in the DM/SILD group is significantly higher
concerning the HRV value of rats in the DM group. The
HRYV values of the CTRL/SILD groups were not significantly
different concerning the HRV values of the CTRL group rats.
We also found that the HRV of the DM group rats was
significantly lower concerning the HRV value of the CTRL
group rats and that the HRV value of the DM/SILD group
rats was not significantly different concerning the HRV
values of the CTRL/SILD group rats (Table 2).

Discussion

SILD does not modify blood glucose or body weight in rats
with pulmonary hypertension secondary to diabetes

The high blood glucose values of the DM group as a result
of STZ administration are in agreement with other studies
using a type 1 diabetes model (19,20). The mechanism of
STZ on pancreatic P-cells is still controversial, but it is
proposed that selective cytotoxicity occurs when it enters
the cells through the GLUT-2 transporter generating DNA
alkylation and apoptosis (21). As a consequence, insulin
production is inhibited resulting in increased blood glucose.
Therefore, the cardiopulmonary changes described in this
work are a consequence of chronic hyperglycemia (20,22).
The blood glucose values of the diabetic group treated with
SILD agree with the results obtained in a rat model of type
2 diabetes (23), indicating that SILD does not modify the
processes of blood glucose regulation during diabetes. On
the other hand, animals in the DM group presented
decreased weight gain capacity, resemble to other studies
using STZ to generate type 1 diabetes (19,20). Body weight
loss has been attributed to decreased skeletal muscle regen-
eration when insulin levels are low (24,25). We found that
treatment with the DM group SILD did not modify the
effects of hyperglycemia on body weight loss, indicating
that SILD is also not involved in body weight regulation
processes during type 1 diabetes (23).
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Figure 4. Sildenafil prevents phosphodiesterase type 5 overexpression in diabetic rats. (a) Densitometric western blot analysis for phosphodiesterase type 5 (PDE5)
expression. (b) Representative western blots are shown for PDE5 and B-actin of total heart protein extracts. Results are expressed as the mean + SEM (n = 4). * indicates
P < .05 vs CTRL; * indicates P < .05 vs CTRL/SILD; * indicates P < .05 vs DM/SILD. The p-value was calculated using one-way ANOVA test with Bonferroni post hoc.

Sildenafil prevents endothelial dysfunction and the
development of pulmonary arterial hypertension without
modifying systemic blood pressure in diabetic rats

The rats in the DM group presented PH resemble the study
performed by our working group with type 1 diabetic rats (16).
It has been reported that diabetic patients are more than twice
as resemble to develop PH concerning nondiabetic subjects
(12) and that diabetes is an important risk factor for mortality
in patients with PH (13,26). In the present study, we found that
SILD treatment prevented the development of PH in animals
in the DM group. SILD reduces PAP and clinical symptoms of

PH patients without diabetes (5) and it is widely known that
SILD prevents vascular cGMP degradation by inhibition of
PDE5 (27) and increases the bioavailability of pulmonary vas-
cular NO (3). In animals with PH without diabetes, SILD was
shown to decrease collagen deposition in pulmonary arterioles,
reduce vascular muscularization and reduce vascular fibroblast
procollagen and TGF-f gene expression (28). The result we
obtained is novel because although SILD is widely used for the
treatment of PH, for the first time we demonstrated that its
chronic administration is beneficial in the prevention of PH
secondary to type 1 diabetes.
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On the other hand, we found that rats with PH secondary to
type 1 diabetes did not develop systemic arterial hypertension.
This result is in agreement with what has been reported pre-
viously in rats with STZ-induced experimental diabetes, where
at 6 weeks of follow-up no changes in systemic systolic or
diastolic blood pressure were found (15). Although systemic
arterial hypertension during diabetes is very common in
humans (29) and animal models with gestational DM (30),
no systemic arterial hypertension has been detected in some
type 1 diabetic animals (31). Treatment with SILD did not
modify SBP in any group, indicating that SILD does not parti-
cipate in the processes of SBP regulation (32).

Concerning changes in pulmonary vascular reactivity in
rats with PH secondary to type 1 diabetes, we found
decreased endothelium-dependent relaxant capacity and con-
tractile hyperresponsiveness to 5-HT. These effects have been
previously reported in STZ-induced diabetic rats, where
NADPH oxidase upregulation and increased superoxide
radical concentration in the pulmonary vascular wall were
shown to play an important role in the pathophysiological
mechanism of PH secondary to type 1 diabetes (15,33). Our
results show that SILD treatment was able to prevent
endothelial dysfunction by enhancing endothelium-
dependent relaxant capacity and preventing contractile
hyperresponsiveness to 5-HT. In nondiabetic patients with
PH, SILD treatment has been reported to improve vasodila-
tor response, reduce pulmonary arterial resistance (34) and
restore vascular reactivity under conditions of increased pul-
monary resistance due to metabolic problems (35). In addi-
tion, it has been found that during diabetes (without PH),
chronic SILD treatment was able to improve endothelial
function (2), reduce vascular superoxide radical and increase
NO bioavailability (36). All of the above effects have been
attributed to PDE5 inhibition and increased cGMP at the
pulmonary vascular level (37).

Sildenafil prevents right ventricular hypertrophy and
PDES5 overexpression in the heart of diabetic rats

We found that rats with PH secondary to type 1 diabetes
developed RVH. In both humans and animal models, it has
been widely described that PH is a factor that commonly leads
to the development of RVH (***2). The changes that occur in
the RV during nondiabetic PH are presented as an adaptive
mechanism to increased pulmonary vascular resistance (39,43),
thereby increasing ventricular mass and RV contractility to
match the increase in afterload (44). Recently our research
group reported that in rats with PH secondary to type 1
diabetes, RV overload leads to eccentric RVH and systolic
dysfunction (16). Furthermore, in rats with PH without dia-
betes, SILD prevents RVH and reduces RV systolic pressure
(45), achieving avoidance of structural remodeling (42) and
improvement of RV diastolic function (46). In patients with
PH (without DM), SILD has been reported to improve clinical
symptoms and prevent heart failure (47) by reducing pulmon-
ary arterial wedge pressure and RV afterload (48). The bene-
ficial effect of SILD treatment that we found in the rats of the
DM group on the RV may be due to the absence of PH and
therefore to the reduction in RV overload and remodeling.

However, we cannot rule out a possible direct effect of SILD
on the RV through improved contractile, biochemical, and
hemodynamic function.

In the hearts of rats with PH secondary to type 1 diabetes,
we found overexpression of PDE5. It is known that under
physiological conditions PDE5 expression is low, however,
PDES5 expression is elevated in patients with RVH (**7°"). In
our experimental conditions, such overexpression could be
linked to the RVH, which we described in the previous section
and to the ventricular failure reported by our group (16).
Treatment with SILD prevented PDE5 overexpression in type
1 diabetic rat hearts. It has already been reported that SILD
treatment could reduce the expression of PDE5 from the RV of
PH patients without diabetes (51). In addition, SILD has been
shown to protect from heart failure and reduce PDE5 expres-
sion in overloaded hearts through decreased RVH (52). We
believe that SILD treatment reduces PAP without RVH and
thus PDE5 overexpression is prevented. A disadvantage of this
study was that the evaluation of PDE5 expression was in the
whole heart, however, there is evidence demonstrating loca-
lized cardiac chamber dependent PDE5 overexpression, in
other words, PDE5 may be overexpressed only in the RV
when developing RVH (49,53,54).

Sildenafil prevents the development of cardiac autonomic
neuropathy in diabetic rats

Rats with PH secondary to type 1 diabetes presented reduced
HR and increased RR period. These effects are resembling the
results of other authors using different types of diabetes (>>~’),
as well as in studies of diabetic patients with cardiovascular
complications (58,59). The reduction in HR during diabetes is
attributed to the development of neuropathy (60,61) and loss of
cardiac control (62). On the other hand, the DM group treated
with SILD did not present a reduction in HR or lengthening of
the RR interval, indicating a protective effect on the autonomic
nervous system as described by other authors (10,63).

The decrease in HRV that occurred in the rats of the DM
group with PH resemble the results of other authors (57,58,64).
The decrease in HRV is considered a marker of sympathovagal
imbalance (61,65) and corresponds with the reduction of car-
diac autonomic innervation (64,66), which explains the devel-
opment of cardiac autonomic neuropathy, presence of
arrhythmias and myocardial infarction (67,68). Treatment
with SILD increased HRV of rats in the DM group. This effect
has already been reported in humans and animal models of PH
(6). SILD was described to restore HRV and improve cardiac
function (6) by restoring sympathovagal balance (63), through
neurohumoral activation, which was also associated with
improved pulmonary hemodynamics (7). SILD has also been
described to exhibit antioxidant, anti-apoptotic and anti-
inflammatory effects on the nervous system (69). On the
other hand, during diabetes, it has been reported that SILD,
in addition to increasing HRV (11), increases the density of
peripheral nerve fibers, the number of myelinated axons and
the electrical conduction velocity of the peripheral nervous
system (70). Some of these mechanisms could explain the
effectiveness of SILD against type 1 diabetic peripheral neuro-
pathy (70).



The lengthening of the QTc period presented by rats with
PH secondary to type 1 diabetes has also been described in
animal models and patients with PH without diabetes ("'~"°).
In rats with non-diabetic PH, it has been described that the
changes in the QT period are due to changes in the action
potential, arrhythmogenesis and ventricular electrical remo-
deling, where it has been described that the reduction of
connexin-43 protein (74) and the reduction of voltage-
dependent potassium channels Kv1.2, Kv1.5 and Kv4.2 parti-
cipate (75). Both these changes, as well as the lengthening of
the QT period, are a consequence of the RVH generated by
overload (75). The prolongation of the QT period generates
ventricular arrhythmias and has been taken as a predictor of
cardiovascular mortality (76). Our study demonstrates that
SILD administration during type 1 diabetes prevented QTc
period lengthening. In a rat model with monocrotaline, SILD
combined with bosentan or beraprostol has been described to
prevent QTc period prolongation (74,77). Furthermore, dur-
ing diabetes, SILD has been found to restore electrocardio-
gram abnormalities (10). In our experimental conditions,
SILD treatment exerts a protective effect on QTc interval
lengthening, which may be related to beneficial effects on
the RV.

Conclusion

Our results indicate for the first time, that chronic SILD treat-
ment prevents pulmonary arterial endothelial dysfunction and
the development of PH in type 1 diabetic rats, with
a consequent beneficial effect on right ventricular muscular
and electrical remodeling.
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La hipertension pulmonar:
una complicacion de la diabetes mellitus
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La diabetes mellitus (DM) ocupa los primeros lugares de
morbilidad y mortalidad en nuestro pais, por lo tanto es
considerada un problema de salud publica. Los pacien-
tes con DM que no controlan la hiperglucemia tienen un
mayor riesgo de desarrollar complicaciones cardiovas-
culares, como la cardiopatia y el accidente cerebral vas-
cular. En la tltima década se han publicado estudios que
indican que la hipertension pulmonar (HP) puede incluirse
en la lista de complicaciones de la DM. Por esta razén
es importante que se estudien las bases fisiopatolégicas
que presenta la comorbilidad DM-hipertensién pulmo-
nar (DM-HP), y de esta forma aportar informacién para
la mejora de las estrategias terapéuticas. En el presente
trabajo proporcionamos informacién reciente de estudios
con pacientes que padecen la comorbilidad DM-HP y de
reportes sobre el avance en la propuesta del mecanismo
fisiopatoldgico que vincula la DM con la HP.

DIABETES MELLITUS COMO UNA EPIDEMIA
SIN RESOLVER EN MEXICO

La DM es una enfermedad que se presenta por la inca-
pacidad de las células beta pancreaticas para producir
insulina, o por la baja capacidad de reconocimiento de



dicha hormona por parte de las células diana. Inde-
pendientemente del mecanismo de la enfermedad,
se reduce el ingreso celular de glucosa, resultando
en hiperglucemia crénica. La DM tipo 1 se carac-
teriza por la absoluta deficiencia en la produccion
de insulina causada por la activacion de una res-
puesta autoinmune mediada por células de tipo T
que conducen a la destruccién de las células beta
pancreaticas. La DM tipo 2 es una enfermedad meta-
bélica compleja que se origina en la resistencia ce-
lular a la insulina y un deterioro celular progresivo.

La DM es una de las mayores emergencias mun-
diales de salud del siglo XXI, debido a que actual-
mente hay més de 463 millones de diabéticos en
el mundo y se estima que para el ano 2045 habra
mas de 700 millones. Nuestro pais ocupa el sexto
lugar mundial en prevalencia de adultos diabéticos
con 12.8 millones y el décimo lugar en DM infantil con
14,800 (FID, 2019). En 2016 se reportd que el 9.4 %
de los adultos (10.3 % de las mujeres y 8.4 % de
los hombres) fueron diagnosticados con DM (EN-
SANUT MC, 2016). La mayor prevalencia de DM se
reporté en los hombres de 60 a 69 anos de edad
y en las mujeres con 60 0 mas anos de edad. Otro
dato importante es que la mayoria de los pacien-
tes diabéticos de 60 a 79 anos de edad viven en
comunidades urbanas.

LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES
SON LAS PRINCIPALES COMPLICACIONES
DE LA DIABETES MELLITUS

La DM es una de las principales causas de ma-
croangiopatias y microangiopatias, que causan ce-
guera, enfermedad renal, amputacién de las extre-
midades inferiores y enfermedad cerebrovascular.
Ademas, la DM no tratada adecuadamente puede
aumentar el riesgo de cardiopatia coronaria, hi-
pertension arterial sistémica e insuficiencia cardia-
ca. Los estadios tempranos de la miocardiopatia
diabética se caracterizan por las anormalidades
en la sefalizacion celular, la hipertrofia ventricu-
lar izquierda y la fibrosis, que a su vez dan lugar a

una disfuncién sistolica, falla cardiaca y disminu-
cion de la fraccidn de eyeccion (Jia y cols., 2018).

LA HIPERTENSION PULMONAR COMO COMPLICACION
CARDIOVASCULAR DE LA DIABETES MELLITUS

La HP es una enfermedad incurable y fulminante,
que se caracteriza por el aumento de la presion
sanguinea de la arteria pulmonar (= 25 mm de Hg).
La incidencia de esta enfermedad en lo general
es baja y muy variable dependiendo del pais (4.5
a 97 casos por millén de habitantes), con mayor
predominancia en mujeres. En México hay pocos
estudios epidemiol6gicos sobre la HP. El Institu-
to Mexicano del Seguro Social (IMSS), en su Guia
de préctica clinica (GPC) para el diagnéstico y tra-
tamiento de la hipertension arterial pulmonar pri-
maria en el adulto, menciona una prevalencia de
2.4 casos por millén de habitantes. Por otra par-
te, en un estudio ecocardiografico con 4,579 pa-
cientes ambulatorios, se describe una prevalen-
cia del 10.4 % (GPC, 2010). Recientemente, en el
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez
se cred el registro prospectivo y multicéntrico de
HP, donde se espera que en un periodo de cinco
anos se tendra la identificacién del perfil clinico, el
tipo de atencidon médica idénea, las tendencias te-
rapéuticas y demas informacion de los pacientes

Tabla 1. Medicamentos para el tratamiento de la hipertension
arterial pulmonar (Modificada de la GPC, 2010).

Mecanismo de accion

farmacolégico

Antagonista selectivo del

AT receptor tipo A de endotelina.

Antagonista de receptores

eI de endotelina
. Inhibidor selectivo de la
Bosentan X .
fosfodiesterasa tipo 5
e i Inhibidor de canales de calcio
Nifedipino . f
muscular liso y cardiaco
Amlodipino Inhibidor de qanales de_ calcio
muscular liso y cardiaco
Warfarina Anticoagulante

Facilita el transporte

Sulfato ferroso .
de oxigeno
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Figura 1. Mecanismo de la disfuncién endotelial durante la hipertensiéon pulmonar y diabetes. En (A) se muestra el mecanismo por el cual se
genera vasodilatacion dependiente del endotelio vascular en condiciones no diabéticas. En (B) la diabetes aumenta el superéxido (O,7) que
reacciona con el NO y disminuye la capacidad relajante de las células de musculo liso vasculares pulmonares.

mexicanos (adultos y pediatricos) con HP. Actual-
mente, en nuestro pais, la GPC recomienda el uso
de medicamentos vasodilatadores con diferentes
mecanismos farmacolégicos para tratamiento de
la HP (Tabla 1). Desafortunadamente, en México
no hay informacién epidemiolégica de la comorbi-
lidad DM-HP. Por lo tanto, no hay propuestas con-
sensuadas sobre el tratamiento farmacolédgico que
tomen en cuenta la comorbilidad de ambos me-
canismos fisiopatolégicos. Sin embargo, recien-
temente se ha descrito que la HP debida a otras
enfermedades crénicas que afectan al corazon y
los pulmones (como podria ser la DM), refleja una
epidemiologia similar a la enfermedad asociada
(Oldroyd y Bhardwaj, 2020).

Ya hemos comentado que una complicaciéon de
la DM es el desarrollo de una disfuncion ventricu-
lar izquierda; pero se ha encontrado que algunos
pacientes diabéticos cursan con disfuncién dias-
télica del ventriculo derecho caracterizada por el
incremento del tiempo de relajacién isovolumétri-
ca. Se ha descrito también que los cambios adap-
tativos que ocurren en el ventriculo derecho (VD)
se producen por varios eventos, como cambios
en la resistencia vascular pulmonar, aumento en
la tensidn de la pared vascular y el consecuente
aumento de la poscarga ventricular derecha. La
sobrecarga ventricular conduce a falla mitocon-
drial de los fibroblastos que en conjunto con la so-
breproducciéon de colageno tipo Ill probablemente
son la principal determinante de la fibrosis del VD
que se produce en la hipertrofia de esta camara

cardiaca (Tian y cols., 2018). Al mismo tiempo, la
presencia del radical superdxido disminuye la ca-
pacidad del éxido nitrico (NO) para activar la enzi-
ma guanilato ciclasa soluble y generar guanosin
monofosfato ciclico (GMPc); de esta forma, este
proceso actia como un modulador positivo de la
fibrosis y la hipertrofia cardiaca. Los mecanismos
involucrados incluyen rarefaccion capilar y aumen-
to concomitante de la actividad metabdlica para
tratar de mantener la produccién de energia. Fi-
nalmente, el VD remodelado no puede resistir el
aumento de la poscarga, lo que lleva a insuficiencia
ventricular derecha. Esta serie de cambios en los
cardiomiocitos aumentan la rigidez del VD. Por lo
tanto, el aumento de las dimensiones del VD y la
fraccion de eyeccion disminuida se asocian con
una disminucién de la supervivencia en la HP grave.

Actualmente se acepta que la DM es un factor
de riesgo para el desarrollo de HP. Los desérdenes
metabdlicos generados por la hiperglucemia soste-
nida estan caracterizados por pérdida de funciones
moleculares en las células endoteliales como la
disminucién de la produccion e inactivacion del NO.
Estas son generadas por el aumento de la libera-
cién de especies reactivas de oxigeno, secundarias
al aumento de la expresién de sus enzimas produc-
toras, incluida la nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato oxidasa (NADPH), las ciclooxigenasas (COX)
y la xantina oxidasa (XO) (Takeda y cols., 2020). El
aumento del estatus oxidativo, acompanado de



inflamacién local, la obliteracién arteriopulmonar
con lesiones plexiformes asociadas con intensa
vasoconstriccién, la proliferacién anormal de las
células del musculo liso vascular (CMLV) y la for-
macion aberrante de la trombosis intravascular,
conducen al colapso circulatorio. Otro conjunto
de evidencias describe que desérdenes metabd-
licos como la resistencia a la insulina provocan la
disrupcién del receptor tipo 2 de la proteina morfo-
genética de hueso (BMPRII) que es responsable de
un numero considerable de HP hereditaria, ya que
esta mutacion modifica la via de sefalizacion intra-
celular que conduce a la proliferacion de las células
musculo liso vasculares (CMLV). Debido a estos
procesos es que se ha descrito que la DM podria
incrementar hasta en mas del doble la probabilidad
para el desarrollo de HP (Movahed y cols., 2005).

BUSCANDO EL MECANISMO FISIOPATOLOGICO
DE LA HIPERTENSION PULMONAR SECUNDARIA
A DIABETES MELLITUS

Los cambios de la pared vascular durante la DM
han sido descritos ampliamente e incluyen a la dis-
funcién endotelial de los vasos que controlan la re-
sistencia periférica. El daho en las células endo-
teliales vasculares provoca una reduccion de su
capacidad vasodilatadora y el aumento de la ca-
pacidad vasoconstrictora de la endotelina-1 y de
la angiotensina Il. Al mismo tiempo, la hipergluce-
mia activa a la proteina cinasa C (PKC) y reduce la
actividad de la enzima éxido nitrico sintasa endo-
telial (eNOS), dando lugar a la reduccién de la pro-
duccion de NO (principal vasodilatador endotelial).
Otra consecuencia de la hiperglucemia crénica es
el incremento del estrés oxidativo. La sobreproduc-
cién de radicales superéxido por parte de la enzima
NADPH oxidasa, reduce la biodisponibilidad del NO
y, por lo tanto, una baja capacidad vasodilatadora
por parte del endotelio. Por estas razones, se ha
propuesto que la hipertensién arterial sistémicay el
dano del ventriculo izquierdo son consecuencia de
la disfuncién endotelial de los vasos sanguineos.

Relajacion a acetilcolina Disminucion
Relajacién a un donador S clle
de 6xido nitrico (NTS)
Contraccion a 5-HT Aumento
Expresion de la 6xido nitrico sintasa Sin cambio
Expresion de la superéxido dismutasa A ——.
(SOD-1)
Expresion de la NADPH oxidasa Aumento
(proteina P47PH0X)
Expresion de la COX-2 Aumento
Concentracion de radicales
Aumento

superoxido

Tabla 2. Cambios vasculares pulmonares en ratas diabéticas
(Recopilada de Lépez-Lépez y cols., 2001, 2008 y 2011).

Por otra parte, los mecanismos fisiopatologi-
cos durante la HP estan relacionados con el au-
mento de las acciones de la endotelina-1, el trom-
boxano A2, la serotonina, el factor de crecimiento
vascular y el factor de crecimiento de fibroblastos.
Estas sustancias dan lugar a la fibrogénesis, la re-
modelacion vascular y la vasoconstricciéon de los
vasos arteriales pulmonares. También se ha pro-
puesto que la biodisponibilidad del NO esta re-
ducida debido al incremento de la actividad de la
NADPH oxidasa de la capa adventicia de la pared
vascular. Ademas, se ha descrito que la inflama-
cion mediada por fibroblastos, monocitos, célu-
las dendriticas, linfocitos Ty B se suma al meca-
nismo fisiopatoldgico de la HP (Wilkins, 2012).

La descripcién del mecanismo fisiopatoldgico
de la HP durante la DM aun estéa en estudio. Se han
desarrollado modelos animales para observar los
cambios en el tejido pulmonar durante la DM, don-
de se ha encontrado que las ratas Sprague-Dawley
diabéticas tipo 1 desarrollan HP e hipertrofia ventri-
cular derecha y que las ratas Wistar-Kyoto con DM
tipo 1 presentan aumento de presion pulmonar (en
presencia de hipoxia moderada) y remodelacién
del ventriculo derecho (Moral-Sanz y cols., 2012).
En las ratas diabéticas con HP, se encontré que
las arterias pulmonares presentaron un aumento
en el estrés oxidativo y la consecuente disfuncion
endotelial. Ademas, se encontrd que el incremento



en la expresién de la ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2)
y/o de la NADPH oxidasa correspondia con el in-
cremento de los radicales superéxido. Con estos
resultados se propuso que el aumento del estrés
oxidativo es el mecanismo celular de la disfuncion
endotelial y, por lo tanto, del desarrollo de HP y
la consecuente remodelacion ventricular derecha
(Lépez-Lopez y cols., 2008).

Estos hallazgos (Tabla 2) implican un avance
en la descripcion del mecanismo fisiopatoldgico,
pero es necesario continuar con las investigacio-
nes para completar la descripcién de los proce-
sos que ocurren en la génesis de la HP diabética.
El descubrimiento de este mecanismo dara una
oportunidad para encontrar nuevas estrategias far-
macoterapéuticas para el tratamiento de la HP en
comorbilidad con la DM.
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GLOSARIO

Disfuncion diastélica: Disminucion de la capacidad de relajacion
del corazén.

Disfuncion sistélica: Disminucion de la capacidad contractil del corazon.

Falla mitocondrial de los fibroblastos: Cuando falla la mitocondria
de estas células, tienen deficiencia de energia, provocando dafo
celular y como respuesta una sobre produccién de colageno que
favorece la fibrosis ventricular.

Fibroblasto: Tipo mas comun de célula que se encuentran en el teji-
do conectivo. Segregan proteinas de colageno que se utilizan para
mantener un marco estructural para muchos tejidos.

Fibrosis: Formacion patolégica de tejido fibroso (principalmente
colageno y matriz extracelular).

Fraccion de eyeccion: Porcentaje de sangre expulsada de un ven-
triculo con cada latido, se obtiene por ecocardiografia y es consi-
derada la prueba ideal para evaluar la funcion del corazén.

Hipertrofia ventricular: Aumento de la masa muscular del ventricu-
lo en respuesta a estimulos mecéanicos (presién anormal o cargas
de volumen sostenidas).

Obliteracion arteriopulmonar: Oclusién de la arteria pulmonar.

Poscarga ventricular: Presién que se debe ejercer para vencer la re-
sistencia que se opone a la eyeccién de la sangre durante la con-

traccién cardiaca.

Rarefaccién capilar: Disminucion en la densidad de las arteriolas
por cantidad de masa muscular. Los capilares se alejan entre ellos
y disminuye la irrigacion sanguinea.

Relajacién isovolumétrica: Primera etapa de la relajacion cardiaca.
Aqui se aumenta la presién ventricular sin vaciamiento del mismo,
manteniendo el volumen.

Resistencia vascular pulmonar: Grado de oposicién al flujo san-

guineo por parte de la vasculatura pulmonar.

Sobrecarga ventricular: Condicién patolégica dada por el aumen-
to de presién y volumen en el ventriculo que conduce al desarro-
llo de hipertrofia y fibrosis ventricular.
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ABSTRACT

Clinical studies suggest that diabetes is a risk factor in the development of pulmonary arterial hyperten-
sion. The increase in blood pressure in the pulmonary area is characterized by the increase in the afterload
and hypertrophy of the right ventricle. The objective of this study was to conduct a longitudinal follow-up
of the morphological and functional changes in the right ventricle in a rat model with pulmonary arterial
hypertension secondary to diabetes. Male Sprague Dawley rats were randomly divided into a control
group (saline solution) and a diabetic group (60 mg/kg with streptozotocin). For 12 weeks, an echocardio-
graphy for longitudinal (in vivo) image analysis of the pulmonary pressure was performed at the same
time as the evaluation of myocardial remodeling and right ventricular. After this period, the pulmonary
pressure was measured by means of a pulmonary artery catheterization, and the presence of hypertrophy
was determined by means of the Fulton index. The plasma concentration of brain natriuretic peptide was
measured by means of the ELISA technique. It was found that the diabetic rats showed an increase in
pressure in the pulmonary arteries, an increase in the Fulton index, and an increase in brain natriuretic
peptide. The echocardiographic follow-up showed that the diabetic rats presented an increase in the
pulmonary artery from the fourth week, while hypertrophy and right ventricular systolic dysfunction
occurred until the twelfth week. In conclusion, pulmonary arterial hypertension induced by experimental
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diabetes generated hypertrophy and systolic dysfunction of the right ventricle.

Introduction

Diabetes mellitus is associated with an increased risk of
microvascular and macrovascular complications, including
nephropathy, retinopathy, atherosclerosis, and systemic
arterial hypertension (1). Despite this association with sys-
temic cardiovascular disease, until recently, diabetes had
not been implicated as a risk factor in pulmonary arterial
hypertension (PAH), a syndrome that leads to progressive
right heart failure and death (2). It has been found that
type 2 diabetic patients have a higher prevalence of PAH
independently of coronary artery disease, systemic hyper-
tension, congestive heart failure, or smoking (3). Our
laboratory results with rats treated with streptozotocin for
6 weeks showed endothelial pulmonary artery dysfunction
(4,5) and an increase in pulmonary artery pressure when
they underwent moderate hypoxia (6).

The development of the changes in the right ventricle that
occurs during diabetes is largely unexplored; however, there
are studies that have found right ventricular dysfunction in
diabetic patients (3,7-10), as well as a greater right ventricular
wall thickness in patients with PAH and diabetes (11).
Moreover, right ventricular hypertrophy has been found in
rats treated with streptozotocin (6,12). The possibility that

PAH is the direct consequence of right ventricular hypertrophy
secondary to diabetes would be an interesting idea to explore.
Therefore, the present study was designed to analyze the mor-
phological and functional changes of the right ventricle of rats
with pulmonary hypertension and type 1 diabetes. We demon-
strate for the first time that hyperglycemia first induces pul-
monary hypertension and, subsequently, morpho-functional
changes in the right ventricle.

Materials and methods
Animals and experimental groups

The animals were provided, housed, and maintained in the
“Claude  Bernard” bioterium of the Autonomous
Benemérita University of Puebla. The protocol was
approved by the Institutional Committee of Animal Care
and Use of the University and the study was carried out in
accordance with the Official Mexican Standard NOM-062-
Z0OO0-1999 (13). Male rats of the Sprague Dawley strain of
~200 g (2 months old) were used, randomly divided into
a control group and a diabetic group. The glucose concen-
tration was determined before the induction of diabetes
through perforation of the coccygeal vein and a clinical
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glucometer (from Roche Laboratories). For the induction of
diabetes, streptozotocin (60 mg/kg, Sigma-Aldrich, Mexico)
was administered intraperitoneally in a single dose, while
the control group was administered 200 ul of physiological
saline (0.9% NaCl). Subsequently, the blood glucose con-
centration of both groups was determined at 48 hours, and
4, 8, and 12 weeks after the administration of streptozoto-
cin (STZ) or saline.

Determination of parameters at week zero and after week
12

In order to assess the condition before the administration of
STZ, as well as after week 12 of the induction of diabetes, some
animals from both lots were used to obtain the following
determinations:

Heart rate

An electrocardiographic record was used with electrode place-
ment according to lead II of the Einthoven frontal plane. The
signal was recorded with a bioamplifier (ML132-ADInstruments)
. The signal obtained was digitized with the Powerlab model 4/35
(ADInstruments), using LabChart 7 software (ADInstruments).
Records were made for rats from 8:00 am to 1:00 pm, to avoid
fluctuations generated by circadian rhythms.

Systemic blood pressure

Systolic blood pressure was determined using the noninvasive
tail method, using a transducer (ADInstruments MLT125/R)
coupled to an amplifier (ADInstruments). The conscious rats
were kept at rest for 5-10 min in a warm and quiet room before
the pressure determination.

Pulmonary arterial pressure

Some animals of both groups were anesthetized intraperitoneally
with a mixture of Ketamine-Xylazine (60 and 4 mg/Kg, respec-
tively), and cannulation of the jugular vein was performed until
the pulmonary artery was reached. The catheter remained con-
nected to a pressure transducer (ADInstruments MLT0380)
coupled to an amplifier (ADInstruments DCT001). The generated
signal was sent to and stored on a computer with the help of
LabChart 7.0 software. Once the lung pressure measurement was
performed, the heart was removed to determine the Fulton index.
The rest of the animals (both groups) were continuously evaluated
with echocardiography (ECHO), and at the end of the study (after
week 12), their heart rate, systemic blood pressure, pulmonary
blood pressure, as well as the Fulton index were determined.

Fulton index determination

The animals of both groups were sacrificed, and the heart was
removed, the atria, and large vessels were removed; the right
ventricle was separated from the left ventricle and the septum,
and subsequently weighed. The weight ratio in grams of the right
ventricle to the left ventricle and septum (RV + VI + S) was
obtained.

Determination of the plasma concentration of brain
natriuretic peptide

Blood samples were obtained from the rats (control and dia-
betic) and were subjected to ELISA tests according to the
instructions of the manufacturer, MyBioSource (Rat BNP
ELISA Kit #MBS764880).

Echocardiographic determinations

These studies were performed under anesthesia with intraper-
itoneal administration of the Ketamine-Xylazine combination
(60-4 mg/Kg, PISA, Mexico) using an ultrasound machine
(M7V) equipped with a phase array cardiac transducer (P12-
4s) operating at 6-10 MHz (Mindray Medical, Mexico).
Standard echocardiography tests were taken before adminis-
tering the STZ or saline solution, giving rise to the
experimental day zero, while subsequent ECHO evaluations
were performed at 4, 8, and 12 weeks.

Determination of pulmonary systolic blood pressure
(PASP)

A transverse echocardiographic section was used in the left
parasternal window (at the base level in mode B by a pulsed
Doppler) to obtain the period of time between the onset of
pulmonary flow and the maximum velocity (ATPA). PASP was
determined by the method described by Thibault (14), while
the morphological analysis of blood flow was classified as
follows: Type I (normal), Type II (notched in the protosystole),
Type III (with notches in the mesosystole).

Determination of the direction of pulmonary artery blood
flow, and the diameter and circumference of the
pulmonary valve

A color Doppler was used in the valve of the artery by means of
an echocardiographic cross-section at the base level (mode B).

Determination of ventricular wall thickness

A transverse echocardiographic section at the level of the papillary
muscles (M mode) was used to obtain: the thickness of the poster-
ior wall of the right ventricle in systole and diastole (PWRVs and
PWRVA), as well as the thickness of the posterior wall of the left
ventricle in systole and diastole (PWLVs, and PWLVd), the
thickness of the interventricular septum in the systole and diastole
(TIVs, yTIVd) and the internal diameter of the ventricular cavities
in the systole and diastole (IDRV, IDRVd, IDLV and IDLVd).
Using the formula (TIVSd + PWRVd) + IDRVd, the relative
parietal index (h/r) was determined. With this same echocardio-
graphic section, the heart rate was determined.

Determination of the eccentricity index (El)

A transverse echocardiographic section was used at the level of
the papillary muscles (M mode), as described by Von et al. (15).



Determination of the right ventricle area in systole and
diastole

A four-chamber longitudinal echocardiographic section was
used in mode B, while for the determination of the right
ventricular final diastolic volume (RVEDV) and the right ven-
tricular ejection fraction (RVEF) the Simpson method was used
(formulas described in Table 1). The Teichholz formula was
used to determine the right ventricular annotation fraction (15).

Final systolic and diastolic volume (FSV and FDV)
determination of the left ventricle (LV)

To assess changes in FSVLV and FDVLV during diabetes, we
used a transverse echocardiographic section at the level of the
papillary muscles in M mode with the application of the
Teichholz method. For the determination of cardiac output
(CO), the left ventricular ejection fraction, and the left ventri-
cular shortening fraction, the following formulas were used:
(SV + FDV) x 100 and (VIDd - VIDs) x 100) + VIDd (16).

Determination of the risk of heart failure

A longitudinal echocardiographic section of four chambers in
mode B and a pulsed Doppler in the mitral valve were used to
obtain the Tei index (17).

Statistical analysis

With the results obtained, a two-way ANOVA test was per-
formed. Values are presented as the mean + SE, * P < .05, **
P <.03,"* P< 0L
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Results

Evaluation of blood glucose, body weight, blood pressure,
and heart rate of diabetic rats

We found that the group of diabetic rats presented an increase
in blood glucose 48 h after the administration of streptozotocin
and sustained the increase through weeks 4, 8, and 12, while the
rats in the control group showed no significant changes in blood
glucose during the same periods of time Table 1). However, the
diabetic rats showed a significant reduction in body weight from
week 4, which continued through weeks 8 and 12, while the
control rats presented a gradual increase in body weight.

Evaluation of pulmonary arterial pressure
(catheterization), systolic arterial pressure, heart rate,
Fulton index, and BNP before and after week 12 of STZ
administration

The diabetic group showed a significant increase in pulmonary
arterial pressure, Fulton index, and BNP compared with the
control group (Table 2). After week 12 of the administration of
STZ, we observed a significant reduction in heart rate, but
without significant changes in the systemic blood pressure of
the diabetic group with respect to the control group.

Echocardiographic evaluation of changes in pulmonary
arterial pressure and right ventricle in diabetic rats

We observed that the diabetic group presented a significant
increase in pulmonary arterial pressure at weeks 4, 8, and 12,
while the control group did not show any significant changes
(Figure 2). In addition, the diabetic group presented a protosystolic

Table 1. Evaluation of blood glucose, body weight before and after week 12 of STZ administration. before and after week 12 of STZ

administration.

Hours after STZ (n = 6)

Weeks after STZ (n = 6)

Before the administration

Parameters  Group of STZ (n = 10) 48 4 8 12

BG (mg/dL) CTRL 107.33 £ 5.5 106.93 + 6.4 108.5 + 6.5 11239+ 76 112 +36
DM 1193+ 6.4 404.7 = 17.6** 4347 + 20.6** 480.6 + 27.9**  504.3 + 68.9%*

W (g) CTRL 2635+ 144 303.0+ 144 342.7 + 144 406.3 + 14.5 423.2 + 14.1
DM 302.0 £ 10.1 283.9 = 10.1 260.8 + 10.2* 264.5 + 10.2**  264.0 + 10.3**

BG: Blood Glucose; W: Weight. The result values show in mean + S.E.M. * and ** indicate significant different to control group P < 0.05,

P < 0.01 respectively.

Table 2. Evaluation of pulmonary arterial pressure (catheterization), systolic arterial pressure, heart rate, Fulton index and BNP before and after week

12 of STZ administration.

Parameters Weeks after STZ CTRL DM

PASP (mm Hg) 0 1132+ 094 (n=4) 1211 +£198 (n=4)
12 1420 + 4.64 (n = 6) 48.6 + 2.08 (n = 6)**

SBP (mm Hg) 0 984 +43 (n=10) 1084 £ 7.0 (n=10)
12 1035+ 5.6 (n=16) 109.6 £ 4.6 (n =6)

HR (b/min) 0 369.7 £ 8.0 (n =10) 387.5 £ 10.3(n = 10)
12 363.8+9.8(n=6) 315.7 £ 6.2 (n = 6)*

Fl 0 0.32 £ 0.009 (n = 4) 0.30 £ 0.010 (n = 4)
12 0.29 £ 0.014 (n=6) 0.47 £ 0.077 (n = 6)*

BMP (ug/mL) 0 4748 +7.04 (n=4) 4748 +7.04 (n=4)
12 47 +£0.05 (n=6) 89 + 0.06 (n = 6)**

PASP: pulmonary artery systolic pressure; SBP: systolic blood pressure; HR: heart rate. Fl: Fulton Index; BNP: Brain Natriuretic Peptide. The result values

show in mean £ S.E.M. * and ** indicate significant different to control group P < 0.05, P < 0.01 respectively.
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notch (type II flow pattern) in the flow after the opening of the regurgitation in the direction of pulmonary flow from week 4, in
valve, and the control group presented type I flow (Figure 1). contrast to the absence of this change in the control group
Furthermore, the diabetic group showed the presence of (Figure 2).

a b

CTRL WEEK 12
ATPA 36 m/s

DM WEEK 12
ATPA 24 m/s

Figure 1. Representative image of the morphological analysis of pulmonary artery (PA) flow and the Acceleration Time of the Pulmonary Artery (ATPA). (a) Type 1 flow
pattern and normal ATPA in the control group at week 12 (CTRL SEM12). (b) Protosystolic notch (yellow arrow), which coincides with a Type Il flow pattern and decrease
in ATPA indicating an increase in systolic blood pressure of the pulmonary artery in the DM group at week 12 (DM SEM12).

0 4 8 12
Weeks after STZ

Figure 2. Gradual increase in the Pulmonary Arterial Systolic Pressure (PASP) in the DM group. The values are presented as the mean * SE, * P < .05, ** P < .03, ***
P < .01, n =7 rats per group.



Until week 12 of STZ administration, the diabetic group
showed an increase in PWRV thickness (during systole and
diastole), without significant changes in PWLV thickness
(Figure 3b), while the ventricular walls and the interventricular
septum of the control group did not show changes in thickness
during systole and diastole (3A). The thickness of the posterior
ventricular walls (free) of diabetic rats shows hypertrophy of
the free wall of the right ventricle and atrophy of the free wall of
the left ventricle until week 12, while no change was observed
in the control group (Figure 4). It can be observed that RV
shows an increase in the internal diameter and, conversely, the

TPWRV

Vs I
TPWLV I
~ OENAAAAT

CTRL week 12
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VI shows a decrease in internal diameter in the diabetic group
during systole and diastole, while the control group shows no
changes (Figure 5).

The diabetic group showed a significant increase in the
diameter of the RV at week 12 compared with the control
group. However, it was observed that the diabetic group
showed a decrease in the diameter of the LV during diastole
from week 4 (6 C and 6D).

The eccentricity index of LV in the rats of the control group
was 0.953 in systole and 1.02 during diastole, while the eccentricity
index in diabetic rats was 1.5 during systole and 1.17 during

TPWRV

TPWLV

DM week .12

Figure 3. Cross-section of the heart at papillary muscle level, in M- mode (left) and in B- mode (right). (a) Representative M-mode image of the control group at 12 weeks, where
the ventricular walls and the thickness of the SIV in systole and in diastole can be observed. (b) Representative M-mode image of the DM group at week 12, in which the thickness
increase of the PWRV can be observed, and the thickness of the PWLV and the IVS can be observed without modification in systole and in diastole.

a b
0.30 )
I CTRL 0.20+ .
RS9 OM Systole RV Diastole RV -
0.251 *
0.15-
0.204
§
TPWRVsg 15 ] < 0.104
(cm) §
&
0.104 &
0.054
0.054
0.004 0.00-
0 4 8 12 0 4 8 12
C Weeks after STZ d Weeks after STZ
0.20-
0.30- * %
LV — LV
0.251
0.15-
0.20 —
TPWLVs 3
o
(m) - g.15] < 0.10-
S
Q.
Q.
0.104 w
0.054
0.054
0.00 0.004
0 4 8 12 0 4 8 12
Weeks after STZ Weeks after STZ

Figure 4. Biventricular parietal remodeling in the DM group. (a) Thickness of the posterior wall of the RV in systole. (b) Thickness of the posterior wall of the RV in
diastole. (c) Thickness of the posterior wall of the LV in systole. (d) Thickness of the posterior wall of the LV in diastole. The values are presented as the mean + SE, *
P < .05, ** P < .03, *** P < 01.
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diastole (Figure 7). The eccentricity index of the control group did
not show any relevant modifications during the period evaluated,
either in systole or diastole (Figure 8a), while the diabetic group
showed a significant increase at weeks 4, 8, and 12 (1.2 + 0.05,
1.3+ 0.11 and 1.2 + 0.09, respectively) compared with the control
group (0.97 + 0.01, 1.01 £ 0.02 and 1.01 + 0.03, respectively).
Figure 8b shows the eccentricity index during diastole.

At week 12, the diabetic group presented an increase in FSV
RV and FDV RV, as well as a decrease in the difference between
these two parameters, which provides evidence for the decrease
in SVRV, RVEF, and RVSEF. Figure 9a,b represent the final RV
volume for the rats in the control group, where it can be seen
that the RV-LV and VI-RV ratios are adequate. However, the
RV and LV relationship is affected in the diabetic group, as the
RV increased its volume during systole (Figure 9c). In addition,
it can be seen that the RV and LV ratio is affected, because the
RV shows increased volume during diastole (Figure 9d).

Right ventricle systolic dysfunction in diabetic rats

There was an increase both in the final stroke of the RV and in
the diastolic volume; this increase is significant only in the FEV
of week 12 (Table 2 and Figure 10). Contrary to this, at the end
of the study, there was a decrease in the systolic volume of the
RV of the diabetic group, which did not occur in the control
group (Figures 9b and 10). However, the systolic dysfunction
of the RV was evident in week 12 in the diabetic group, but
absent in the control group when the ejection fraction of the
RV, the shortening fraction of the RV, and the shortening
fraction of the RV area were evaluated (Figures 9a,c,d and 10).

The final RV systolic and diastolic volume for the diabetic
rats evaluated at different weeks (0, 4, 8, and 12) after STZ
treatment showed that the control group did not present any
significant changes in these volumes throughout the evaluation
period compared with the control group (Table 2). On the
contrary, the diabetic group showed an increase in the final
volume of the systolic and diastolic RV stroke from week 8,
which remained significant until week 12 only for RV FSV
(0.076 £+ 0.076 ml) compared with the control group
(0.034 £ 0.002 ml). This increase was very high, as it was
123.5%. However, although both the RV of the FSV and the
RV of the FDV increased, their difference decreased, which
could be interpreted as a decrease in the VSRV.

CTRL Week 12

The ejection fraction detected for the RV was reduced in
diabetic rats from week 4 compared with the control group
(Figure 10). We also found that the diabetic group showed
a decrease in the RVEF, and one of the RV systolic functions
from week 8, and it became statistically significant at week 12
(28.74 £ 4.57%) compared with the control group (62.17 + 2.22%).

The diabetic group showed a decrease in VSRV from week 4,
and it was significant at week 12 (0.028 + 0.004 ml) compared with
the control group (0.056 + 0.003 ml) (Figure 10b). In addition, we
found that the diabetic group showed a decrease in VFR from
week 4, and it was significant at week 12 (29.45 + 4.97%) of the
study compared with the control group (43.15 + 1.64%) (Figure
11c). We also observed that the diabetic group showed a decrease
in the shortening fraction of the RV area (SFRVA) from week 8,
and it became significant at week 12 (22.60 + 2.56%) of the study
compared with the control group (49.32 £ 0.99%).

When we quantitatively assessed ventricular interdependence,
we found that the diabetic group showed a significant decrease in
the final diastolic volume of LV from week 4 (week 4,
0.558 + 0.079 ml; week 8, 0.615 + 0.088 ml; and week 12,
0.521 + 0.094 ml) compared with the control group (week 4,
0.784 + 0.029 ml; week 8, 0.83 + 0.04 ml; and week 12,
0.958 + 0.071 ml). This decrease was moderate at weeks 4 and 8
(28.87% and 25.9%, respectively) and severe in week 12 (45.54%).
However, the final stroke volume was decreased significantly in the
diabetic group only at week 4 (0.105 + 0.023 ml), possibly due to
a compensatory mechanism of the heart, compared with the
control group (0.185 + 0.012 ml).

The mitral valve flow can be seen in Figure 11, obtained using
a pulsed Doppler on the diabetic group (Figure 11b) and the
control group (Figure 11a) during week 12. In both images, we
can distinguish the isovolumetric contraction time (IVCT), iso-
volumetric relaxation time (IVRT), and ejection time (ET). We
can observe that for the diabetic group, the IVCT is null, the IVRT
is increased, and the ET is decreased and has lost its shape. These
changes were not shown by the control group. The changes in
myocardial performance time for the diabetic group, evaluated
using the Tei index, showed an increase from week 8 that became
significant at week 12 (0.644 + 0.058) of the study, compared with
the control group (0.451 + 0.027). This increase in the group of
diabetics is very high, as it was 42.72% and is parallel to the risk of
heart failure, because it reflects low myocardial performance.
These modifications coincide with the qualitative evaluation of
the Tei index (Figure 11).

DM Week 12

Figure 5. Cross-section of the heart at papillary muscle level in M-mode (left) and in B- mode (right). (a) Representative M-mode image of the control group at week 12,
in which the internal ventricular diameters can be observed in systole and in diastole. (b) Representative M-mode image of the DM group at week 12, in which the
internal diameter increase of the RV and internal diameter reduction of the LV in systole and in diastole can be observed.
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Figure 6. Biventricular diameter remodeling in the DM group. (a) RV internal diameter in systole. (b) RV internal diameter in diastole. (c) LV internal diameter in systole.
(d) LV internal diameter in diastole. () (1) Longitudinal axis (2), Transverse axis, A; sagittal plane, B; transverse plane, C; frontal plane, (modified image by Garcia 2004).
(f) Cross-section of the heart, and diameters of the ventricles of the control group and the DM group. The values are presented as the mean + SE, * P < .05, ** P < .03, ***

P <.01.

Discussion

Despite the well-known link between diabetes and cardiovascular
disease, its relationship with right ventricular hypertrophy has
been largely overlooked. It is widely known that diabetic patients
have left ventricular hypertrophy, but right ventricular dysfunc-
tion has also been found (3,18). Previously, we found that type 1
diabetic rats presented right ventricular hypertrophy and endothe-
lial dysfunction of the pulmonary arteries, a characteristic feature
of pulmonary hypertension (4). Here we show that streptozotocin
treatment, an established model for type 1 diabetes, induced
hypertrophy, and dysfunction of the right ventricle as
a consequence of increased pressure in the pulmonary artery.
After administration of streptozotocin, rats showed an
increase in blood glucose after the first 48 hours and a gradual
reduction in weight gain as reported by other authors for the
type 1 diabetes model (19-22). We also showed that after
12 weeks, diabetic rats presented an increase in pulmonary
arterial pressure (due to catheterization), right ventricular

hypertrophy, and an increase in plasma BMP, all characteristics
of pulmonary hypertension (23,24). BNP quantification in dia-
betic groups was more than double that of controls.

Echocardiographic monitoring allowed us to observe an
increase in pulmonary pressure and the appearance of regur-
gitation of the pulmonary artery at week 4, a change related to
RV volume overload. These data coincide with the HAP mod-
els (14,23). We also found that until week 12, there was mod-
erate hypertrophy of the right ventricular posterior wall, as well
as moderate left ventricular wall atrophy in the diabetic group
of the STZ-treated rats (6,21) and in the hypertensive rats
induced with monocrotaline (24). The increase in RV internal
diameter, both in systole and diastole at week 12, resulted in
ventricular dilatation associated with a moderate increase in
wall thickness (24).

The reduction of the LV lumen in diabetic rats can be
explained by the pressure exerted by the dilated RV on the
LV, as reported by Von et al. (15), who also reported a decrease
in LV septolateral diameter evidenced by an increase in IE. We
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a

CTRL Week 12 Systole

= DM Week 12 Systole

CTRL Week 12 Diastole

Figure 7. Superior, transverse section of the heart at papillary muscle level in mode- B. Representative image in B-mode of the control group at week 12, in systole (a)
and in diastole (b). Concave RV (crescent shape), IVS concave to RV and convex to LV, and finally convex LV (mushroom shape), and an El (a/b) ratio of approximately 1.
Lower, transverse section of the heart at papillary muscle level in B-mode. Representative image in B-mode of the DM group at week 12, in systole (c) and in diastole (d).
The RV has lost its concave characteristic (crescent shape), the IVS is straight, and the LV has lost its convex characteristic (mushroom shape), in addition to an El ratio

greater than 1.

believe that eccentric RV hypertrophy exerts pressure on the
LV, which is reflected in an abnormal flattening of the ventri-
cular septum and LV deformation. Decreased IDLVd suggests
chronic PAH, as suggested by PAH models (25).

The reduction in the ejection fraction and the area short-
ening fraction at week 12 of the study would indicate the
existence of severe RV systolic (contractile) dysfunction.

Hypertrophied RV is subject to ischemia associated with RV
dysfunction, which could be related to increased myocardial
density without a compensatory increase in angiogenesis (26)
or to volume overload (27).

The decrease in LVSV and HR mentioned above led to
a decrease in CO in the diabetic group compared with the
control group. The change in these parameters has already
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Figure 8. The systolic and diastolic El increased in the DM group due to IVS rectification. (a) Systolic eccentricity index and (b) Diastolic eccentricity index. The values are
presented as the mean + SE, * P < .05, ** P < .03, *** P < .01.

- N - i -

DM Week 12 Systole DM Week 12 Diastole !
Figure 9. Superior, longitudinal section of the heart showing four chambers in B-mode. Representative image in B-mode of the control group at week 12, in systole (a) and
in diastole (b). An adequate shortening of the RV and, therefore, unchanged systolic volume and ejection fraction. Lower, longitudinal section of the heart showing four
chambers in B-mode. Representative image in B-mode of the DM group at week 12, in systole (c) and in diastole (d). A contractile dysfunction of the RV can be observed
and, therefore, a decrease in the stroke volume and ejection fraction.
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Figure 10. Determination of RV systolic function. (a) RV ejection fraction. (b) RV systolic volume. (c) RV shortening fraction. (d) RV area shortening fraction. The values are
presented as the mean + SE, * P < .05, ** P < .03, *** P < .01.

ET

CTRL Week 12 DM Week 12

Figure 11. Mitral valve flow obtained by pulsed Doppler and Tei index. Representative image at week 12 of the control group (a) and the diabetic group (b). We observed
an increase in the Tei index in the DM group, which was absent in the control group.

been reported in the PAH models mentioned above (14). resistance is one-tenth of the systemic vascular resistance,
Although the CO is the same for both ventricles and the RV and this was reflected in the decrease in LV GC due to ven-
normally performs a quarter of the systolic work, the CG of the  tricular interdependence (28). However, the significant
RV decreased, mainly because the pulmonary vascular increase in the Tei index of the diabetic group at week 12



reflects an increased risk of developing heart failure (29); there-
fore, the association of MD and PAH may increase the risk of
heart failure and a poor prognosis of the disease.

Conclusions

PAH induced by experimental diabetes generates an increase in
right ventricular afterload with the consequent eccentric hyper-
trophy, systolic dysfunction, and a high risk of heart failure.
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ABSTRACT

ARTICLE HISTORY

Context: The chronic exposure to Cadmium (Cd) constitute an risk to develop hypertension and car-
diovascular diseases associated with the increase of oxidative stress.

Objective: In this study, we investigate the role of metabolic changes produced by exposure to Cd on
the endothelial dysfunction via oxidative stress.

Methods: Male Wistar rats were exposed to Cd (32.5-ppm) for 2-months. The zoometry and blood
pressure were evaluated, also glucose and lipids profiles in serum and vascular reactivity evaluated in
isolated aorta rings.

Results: Rats exposed to Cd showed an increase of blood pressure and biochemical parameters similar
to metabolic syndrome. Additionally, rats exposed to Cd showed a reduced relaxation in aortic rings,
which was reversed after the addition of SOD and apocynin an inhibitor of NADPH.

Conclusion: The Cd-exposition induced hypertension and endothelial injury by that modifying the vas-
cular relaxation and develop oxidative stress via NADPH oxidase, superoxide and loss nitric oxide
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bioavailability.

Introduction

Cadmium (Cd) is a toxic heavy metal, which has been classi-
fied between the 7th most hazardous environmental con-
taminants by the Agency for Toxic Substances and Disease
Registry. This metal is widely distributed in the environment,
constituting an important risk to the population (ATSDR
2012). Low Cd concentration is currently present in several
foods, drinking water, ambient air and tobacco smoke
(Cuypers et al. 2010, Wang et al. 2019). However, although
its specific adverse effects have been described, Cd toxicody-
namic is yet poorly understood.

Acquisition of Cd by organisms frequently occurs by
ingestion and inhalation. Liver, kidney, heart, and vascular
tissue are affected after low to moderate Cd-exposures, as
has been reported in humans and animal models (Rani 2006,
Nzengue et al. 2008). After an acute exposure of Cd, the liver
is the primary organ of accumulation (Messner and Bernhard
2010, Sarmiento-Ortega et al. 2017); meanwhile, the kidney is
the target organ after an occupational or environmental
chronic exposure (Zhang et al. 2016, Rafati Rahimzadeh et al.
2017). During a chronic exposure with Cd exist a major inter-
action of the metal with vascular endothelium. A number of
studies have suggested a possible link between Cd exposure
and the development of atherosclerosis and hypertension

(Caciari et al. 2013, Zhang et al. 2016, Rafati Rahimzadeh
et al. 2017). Epidemiologic studies show that in general
population chronically exposed to Cd, there is an increased
risk to develop hypertension and cardiovascular diseases
(CVD) (Peters et al. 2010, Almenara et al. 2013, Tellez-Plaza
et al. 2013; Ruiz-Hernandez et al. 2017).

Currently, 17.5 million people die each year from CVD
(31% of all deaths worldwide), more than 75% of these
deaths occur in low-income and middle-income countries;
80% of all CVD deaths are due to heart attacks and strokes
(Van Heerebeek et al. 2002). Atherosclerosis is the leading
cause of most CVDs, being molecular, cellular, physiological
and pathological changes in vessels wall the most notable
events. Atherosclerosis and hypertension are known to be
associated with endothelial dysfunction. Several studies have
suggested that exposure to relatively high doses of Cd, vas-
cular endothelium may be one of the primary targets of tox-
icity, because the interaction of Cd with the vascular
endothelium result in a loss of the endothelial barrier integ-
rity, and the increase of endothelial permeability results in
oedema, haemorrhage, hypoxia, and inflammation leading to
the development of the atherosclerotic process (Lassegue
and Griendling 2010, Chen et al. 2018). Also, Cd can inhibit
the release and/or the actions of endothelium-derived
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vasodilator substances such as prostanoids and nitric oxide
(NO) (Lopez-Lopez et al. 2008, Almenara et al. 2013, Angeli
et al. 2013), increasing vascular oxidative stress.

Previous studies suggest that Cd alters the vascular con-
ductance by mechanisms that include antioxidant response
deprivation and increases of oxidative stress, mainly by the
production of reactive oxygen species (ROS) and superoxide
ion (*0;"), probably associated with the activity of cyclooxy-
genase-2 (COX-2) and NADPH oxidase (Almenara et al. 2013,
Nwokocha et al. 2013). Therefore, radical production by Cd
could be mediated through an indirect mechanism. On the
other hand, Cd exposure has been related with an increase
of free fatty acids (FFA), triglycerides and small and dense
LDL, which produce insulin resistance in vascular endothe-
lium, and together are associated with an increase of oxida-
tive stress (Takahashi et al. 2004, Sarmiento-Ortega et al.
2017, Deering et al. 2018). Oxidative stress promotes continu-
ous oxidation of low-density lipoprotein and consequently,
induce atherosclerosis (Eum et al. 2008). Indeed, reactive
nitrogen intermediates derived from NO, such as peroxyni-
trite, promote LDL oxidation in the artery wall contributing
to the development of atherosclerotic plaque, being aorta
the major site of these alterations.

Therefore, in the present study, we investigate if a chronic
Cd exposure could generate risk factors associated to meta-
bolic changes that can carry out to the development of
endothelial dysfunction in the aorta of Wistar rat, and
whether these can be linked to the superoxide.

Material and methods
Animals and treatment

A total of 50 male Wistar rats, weighing 70-80g were used,
animals were obtained from the “Claude Bernard” vivarium
of the Universidad Autonoma de Puebla. Rats were main-
tained under controlled light cycles of 12 h, and temperature
of 19-26°C in polycarbonate boxes with a sawdust bed and
availability of food and water “ad libitum”. Before the study,
animals were conditioned with a normocaloric diet up to
obtain 100g weight post-weaning. LabDiet 5001 standard
diet (LabDiet, St. Louis, USA) was used; the composition diet
corresponded to carbohydrates (57.99%), fat (13.5%), and
protein (28.51%). Whenever rats reached the desired weight,
these were randomly separated into two groups; Control
n=20 (drinking water “ad libitum”) and Cd n=30 (32.5 ppm
Cd in drinking water “ad libitum”). LOAEL calculation: during
the Cd-exposure rats consumed a mean of 6.5 mg Cd/kg/day;
taking account water average consumption and the weight
of each rat and time exposure. After 2 months of Cd-adminis-
tration, rats from control and Cd groups were evaluated to
determine zoometric indices, blood Cd level, insulin resist-
ance panel, lipids profile, atherogenic indices, and blood
pressure. Then, the rats were carefully prepared for aorta dis-
section. Each procedure was followed according to the
“Citizen’s Guide for Care and Use of Laboratory Animals of
Mexico NOM-062-ZO0O-1999” and approved by the
Institutional Committee for Care and Use of Animals. An

effort was made to minimise the number of animals used,
and to ensure minimal animal pain and/or discomfort.

Zoometry

Weight, abdominal perimeter, body mass index and body fat
percentage index were monitored. The weight was measured
using a digital balance (Torrey, model: LPCR-20/40). The size
of each animal was obtained by measuring the length from
the base of the tail to the tip of the nose; both weight and
length were used to calculate body mass index (BMI):
weight/size?. The abdomen diameter was estimated using
the diaphragm zone as an upper limit and the fold of the
legs as the bottom limit. Finally, the fat percentage was cal-
culated according to Lee index for rodent models, with the
formula: [weight in g©©33/size in mm]*100 (Rogers and Webb
1980, Trevino et al. 2015).

Blood pressure measurement

Blood pressure was measured in all animals. Systolic and
diastolic blood pressure were determined using the non-
invasive tail-cuff method (XBP1001 Rat tail, Blood Pressure
system, Kent Scientific Corporation). Conscious rats were
restrained for 5-10 min in a warm and quiet room and condi-
tioned to cuff inflation-deflation cycles prior to the record-
ings. Systolic and diastolic blood pressure were measured,
and the mean of six measurements was taken as
representative.

Blood samples and assays

Blood samples were obtained under fasting conditions: Food
and water were suspended 4-5h before the punctures were
made. Then animals were anaesthetised with an intraperito-
neal dose of Ketamine -+ Xylazine (20/137 mg/kg) 0.2mL/
100 g. Samples were collected by intra-cardiac puncture, and
1mL of blood was allowed clot at room temperature in the
processing of serum in three different tubes, then samples
were centrifuged at 500 x g for 5min, and serum separated
and frozen at —70°C. Each tube was used for the determin-
ation of Cd level, lipid profile, and insulin resistance panel,
respectively.

Cadmium and biochemical determinations

Once serum was thawed at room temperature, Cd level was
determined in triplicate using a flame atomic absorption
(Perkin Elmer PinAAcle 900F). Glucose and lipids profile
including triglycerides (TG), total cholesterol (Chol) and its
fractions: HDL, LDL, and VLDL were assayed with commercial
kits and using a BTS-350 BioSystems analyser. Serum free
fatty acids (FFA) concentration was determined according to
the method described by Brunk and Swansson (Sarmiento-
Ortega et al. 2018). Insulin resistance panel: Plasma insulin
concentration was determined by an ELISA immunoassay
(Cat. No. CT-600101A, Diagnostica International Company,
Guadalajara, Mex). The Insulin ELISA kit recognise and



quantitates the human or rat insulin in serum or plasma by a
solid-phase sandwich ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), which is designed to measure the amount of the hor-
mone bound between a matched antibody pair. Samples,
standards, and controls have used that bind to the immobi-
lised (capture) antibody, the kit sensitivity is 5pUl/mL. The
sandwich is formed by the addition of the second (detector)
antibody, a substrate solution is added that reacts with the
enzyme-antibody-target complex to produce measurable sig-
nal. The intensity of this signal is directly proportional to the
concentration of the target present in the original specimen.
The resulting antibody-antigen complex assessed at 415 nm
in a Stat fax 2600 plate reader (WinerLab Group, Buenos
Aires, Arg), insulin concentrations were obtained from a
standard curve with a range of 0-200 pUl/mL. Glucose and
insulin levels were used to calculate the Homeostasis Model
Assessment-Insulin Resistance (HOMA-IR) for rodent: [fasting
glucose (mg/dL)*fasting insulin (uUl/mL)]/2430; Homeostasis
Model Assessment Sensitive Percentage (HOMA-5%),
[1/HOMA-IR)1*100, and Cardiovascular Insulin Resistance
Index (IRCV): HOMA-IR*[TG (mg/dL)/HDL(mg/dL) (Trevino
et al. 2015).

Atherogenic indices

Atherogenic indices were determined according to the for-
mulas described by Millan et al. 2009. Atherogenic or Castelli
index: Total Chol/HDL ratio and the LDL/HDL ratio were
used as indicators of vascular risk. Non-HDL cholesterol/HDL
ratio as a coronary risk predictor: Total Chol-HDL/HDL.
Logarithmic transformation of the TG/HDL cholesterol molar
concentration ratio: log (TG/HDL cholesterol), known as the
atherogenic plasma index, was used to show a positive cor-
relation between the percentage of small HDL and small-
dense LDL particles.

Isolated rat aorta preparation and vascular reactivity
determinations

The descending thoracic aorta was quickly obtained and
place in Krebs-Henseleit solution (118 mM NaCl, 4.75 mM KCl,
25mM NaHCO3, 1.2mM CaCl,, 1.2mM KH,PO, and 11 mM
glucose) at pH 7.4. After removal the fat excess and connect-
ive tissue, the aorta was cut into rings (2+3 mm). Rings were
suspended horizontally by mean of two parallel steel sup-
ports inserted in thoracic aorta lumen, maintained in 5mL
chambers filled with a Krebs-Henseleit solution at 37°C and
bubbled with a mixture of gas contained 95% O, and 5%
CO,. Support was used as an anchorage, and another one
was coupled with an isometric tension transducer system
GRAS SFT-03 coupled to a pre-amplifier GRASS-7-DAJK
(BioAmp, AD Instruments). Signal obtained from the experi-
ments was recorded by mean of an analogic-digital converter
(PowerLab, BioAmp, ADInstruments), and data were analysed
with the Chart 5.0 software. In each aorta ring, first was
applied a rest tension of 2g and equilibrated for 60 min. All
the experiments were performed with rings containing endo-
thelium to evaluate the integrity of endothelial layer, thus

ARCHIVES OF PHYSIOLOGY AND BIOCHEMISTRY 3

was measure using the relaxing effect with 107" M acetylcho-
line (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in pre-contracted
rings with 10"°M phenylephrine (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). After an equilibrium period, aorta rings obtained
from both: control and Cd-treated animals were placed in an
80 mM KCl solution, until tension reach stability, and immedi-
ately were washed with a Krebs-Henseleit solution. When
rings returned to rest tension, phenylephrine (1x107° to
1% 107°M) concentration-response curves were performed.

Rings obtained from control and experimental animals
were pre-contracted with 10"°M phenylephrine and after
these rings reach a stable state, immediately were performed
concentration-response curves to acetylcholine (1 x 107° to
1% 107°M) and sodium nitroprusside (0.1 x 107 to 3x 10>
M in the dark). Concentration-response curves were per-
formed by the accumulative addition in absence or presence
of superoxide dismutase (SOD) that catalyses the superoxide
dismutation (*0O,~ — H,0,) (Sigma-Aldrich, St. Louis MO,
USA) or apocynin (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA), as
NADPH oxidase inhibitors.

Statistical analysis

Zoometry, Cd level, biochemical assay, lipid profile, insulin
resistance profile, atherogenic indexes, and blood pressure
measurement are expressed as the mean +standard error of
the mean (SEM) of control and Cd-treated rats; differences
were analysed using Student t-test, p <.05 was considered
as significance level (GraphPad Prism Software, San Diego,
CA, USA).

Contractile responses are expressed as the percentage of
the maximal response induced by 80 mM KCl (mean+SE of
tension measures). Relaxation responses to acetylcholine or
sodium nitroprusside are expressed as the percentage of
relaxation in relation to the maximal contractile response.
For each concentration-response curve, the maximal effect
(Emax) and the concentration of agonist that produced 50%
of the maximal response (pD2) were calculated using nonlin-
ear regression analysis (GraphPad Prism GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). Sensitivities of the agonists are
expressed as pD2 (log ECsg). The effects of apocynin and
superoxide dismutase were analysed after relaxation
responses to acetylcholine and are expressed as the percent-
age of relaxation of the maximal contractile response, Emax
and pD2 were determinate as above are indicated.

Results

Effect of cadmium exposure on blood cadmium levels
and blood pressure

Results obtained in this work showed that rats administered
with 32.5 ppm of Cd in drinking water for 2months, had an
average of 52.1+1.35ppm of Cd in serum, meanwhile, non-
exposed rats showed 0.52 +0.07 ppm of Cd in serum (Figure
1). Administration of Cd also produced a hypertensive effect,
results showed a significant increase of 28% in systolic blood
pressure (p=.0015), and 17% in diastolic blood pressure
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(p=.0050), as compared against the rats of the control
group (Figure 2).

Effect of cadmium exposure on zoometric and
biochemical parameters

Zoometric parameters such as weight, abdominal perimeter,
BMI and body fat percentage index did not show changes.
Meanwhile, the insulin resistance profile exhibited significant
increases: 87.5% fasting insulin (p=.0031), 80% fasting
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Figure 1. Blood cadmium concentration. Cadmium concentration in plasma of
rats non-exposed (n=20) and rats exposed to 32.5ppm of Cd at 2 months
(n=30). The results shown are the mean + SEM. (*) Indicates significant differ-
ence from control group p < .05 by Student “t" test.
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glucose (p=.0018), 235% HOMA-IR (p=.0001), 70% HOMA-
S% (p=.0001) and 1178% Cardiovascular Insulin Resistance
Index (IRCV) (p=.0005, (see Table 1).

The Cd-exposed rats showed an increase of FFA levels
(479%; p=.0001), triglycerides (59%; p =.0114), total choles-
terol (30%; p=.0001), VLDL (165%; p=.0005), LDL (85%;
p =.0005), and a HDL decrease (59%; p =.0008). In regard to
atherogenic indices rats showed increases TC/HDL ratio
(220%; p=.0001), LDL/HDL ratio (358%; p=.0014), coronary
risk  predictor:  Non-cholesterol-HDL/HDL ratio  (448%;
p=.0012) and the atherogenic index (986%; p =.0002) (see
Table 2).

Effect of cadmium exposure on vascular reactivity

Once the rats exposed to Cd developed vascular, coronary
and atherogenic risk factors, we investigated if these animals
also showed alterations in aorta contractility. The contractile
effect of phenylephrine in aortic rings obtained from non-
exposed and exposed animals to Cd did not show significant
differences (Figure 3(A)). However, aortic rings obtained from
animals exposed to Cd showed a reduced acetylcholine con-
centration-dependent relaxation and decreases in Emax
(62+3 and 77%3%), but not in pD2 (6.8+0.06 and
7.03+£0.07, Figure 3(B)). On the other hand, Emax and pD2 in
response to nitroprusside did not show relaxation differences
between the groups (Emax = 105+2 and 99+ 1%;
pD2=8.2+0.2 and 7.9+ 0.13%; Figure 3(C)).

Finally, the relaxing response in aortic rings treated with
superoxide dismutase in Cd-exposed rats (Figure 4(A))
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Figure 2. Cadmium produces hypertension. Systolic and diastolic blood pressure in rats non-exposed (n=20) and rats exposed to 32.5 ppm of Cd at 2 months
(n =30). The results shown are the mean of six measurements per animal = SEM. (*) Indicates significant difference from control group p <.05 by Student “t" test.

Table 1. Zoometric parameters and insulin resistance profile exhibited by rats 2 months exposed to Cd in drinking water.

Zoometry Insulin resistance profile

Parameter Control Cadmium Parameter Control Cadmium

n 20 30 n 20 30 N

Weight (g) 246.1+£2.7 2384+4.7 Fasting Insulin (nU/mL) 11.54+0.59 21.64 + 1.14}e

Abdominal perimeter (cm) 18.5+0.19 17.9+£0.09 Fasting Glucose (mg/dL) 90.2+1.53 162+ 8.77*

BMI 0.53+0.04 0.52+0.03 HOMA-IR 042 + .02 143+ 0.7*

Body fat % 2.89+0.01 2.92+0.01 HOMA-5% 235.8+10.8 705+ 3.7*
IRCV 0.47 £0.07 5.99+0.6

The results shown are the mean + SEM.
*Indicates significant difference from control group p <.05 by Student “t” test.
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Table 2. Lipids profile and atherogenic indexes exhibited by rats 2 months exposed to Cd in drinking water.

Lipids profile Atherogenic Indexes

Metabolite (mg/dL) Control Cadmium Index Control Cadmium
n 20 30 n 20 30
Free fatty acids 2.80+0.05 10.44 +0.66* TC/HDL 245+0.18 4.27 £0.62*
Triglycerides 56.2+5.95 106.6 +4.7* LDL/HDL 0.65+0.03 1.42+021%
Total Cholesterol 824+26 93.6+3.6* Non-HDL/HDL 0.96+0.18 4.29+0.62*
VLDL 23.6+5.8 39.6 +4.6* Log(TG/HDL) 0.22+0.01 0.68 +0.03*
LDL 22.1+0.8 311 +2.0%

HDL 33.6+4.2 21.9+1.8*

*Indicates significant difference from control group p <.05 by Student “t” test.

showed significant improvement in response to acetylcho-
line. Animals exposed to Cd showed an Emax of 77 +3%, as
compared with 81 +3% in control, meanwhile, pD2 results in
the rats Cd-exposed, as well as non-exposed were 7.03 £0.07
and 7.04+0.02, respectively. Likewise, apocynin treatment in
Cd-exposed rats improved the relaxation response (Emax =
76 £2% and 75+ 3%; pD2=7.0£0.05 and 7.1+0.04) in com-
parison with the control group (Figure 4(B)).

Discussion

Previously, we and other groups have reported that Cd
exposure in rats induces dysglycemia, insulin resistance, and
dyslipidemia (Martynowicz et al. 2004, Yoopan et al. 2008,
Trevino et al. 2015, Franceschini et al. 2017, Satarug et al.
2017), which are factors related to the development of oxida-
tive stress in multiple tissues. Therefore, the aim of this work
was to study if the metabolic risk factors induced in rats by
a chronic Cd exposure in drinking water can produce altera-
tions in aortic endothelium.

A number of researchers have reported the relation
between Cd exposure and the development of hypertension.
However, the information is not completely conclusive
(Skoczynska and Martynowicz 2005, Nzengue et al. 2008).
Results obtained in this study showed that rats exposed to
Cd exhibit an elevation in systolic and diastolic blood pres-
sure (Figure 2), that coexist with significant levels of Cd in
the blood (Figure 1), similar results have been reported in
animal models (Gokalp et al. 2009, Oliveira et al. 2019). These
results are comparable with levels of Cd in workers exposed
occupationally to metal that develop hypertension, periph-
eral arterial alterations, and cardiovascular diseases. In blood,
Cd levels between 1.87-5.52ug/L have shown a positive
association with the increase of systolic and diastolic pres-
sure among adults (Gamoh et al. 2013, Fraer and Kilic 2015,
Oliveira et al. 2019).

Previously, we also reported that Cd exposure in drinking
water in a LOAEL dose produces hyperglycaemia, insulin
resistance and low sensitivity to this hormone (Sarmiento-
Ortega et al. 2018, Trevino et al. 2015). In this work, after a
Cd-exposure, we confirm that rats develop fasting hypergly-
caemia and hyperinsulinemia, which is traduced to insulin
resistance (HOMA-IR), low insulin sensitivity (HOMA-S%), and
high endothelial insulin resistance demonstrated by IRCV
index (Table 1). Under physiological conditions, in the endo-
thelium, insulin signalling induces vascular relaxation via
nitric oxide (NO). However, when the endothelium develops

insulin resistance, increases the endothelin 1 (ET-1) expres-
sion and hypertension risk (Wang et al. 2006, Muniyappa and
Sowers 2013, Posner 2017). Additionally, our results showed
others risk factors to hypertension and cardiovascular dys-
functions in rats exposed to Cd, such as the increase of lev-
els of TG, FFA, cholesterol, and lipoprotein fractions: VLDL
and LDL, as well as an important reduction of HDL level
(Table 2). The elevated serum levels of FFA and TG being key
for the development of insulin resistance and hypertension
(Steinberg et al. 2000, Thijssen and Mensink 2005). The FFA
is responsible for inducing inflammation in endothelial cells,
which is cause and effect to insulin resistance develop and
endothelial damage (Kempe et al. 2005, Wang et al. 2007,
Pierce et al. 2009). Both, endothelial inflammation and insulin
resistance being related to an increase of oxidative stress,
leading to endothelial damage by means of increased
NADPH oxidase-mediated ROS upregulation, affecting the
vascular relaxation mechanisms (Muniyappa and Sowers
2013). Additionally, Cd exposition is associated with triglycer-
ide-rich lipoproteins, resulting in the generation of both LDL
and HDL small and dense. These are particles highly athero-
genic, exacerbating inflammation and reduces endothelial
NO bioavailability (Woodman et al. 2005, Sarmiento-Ortega
et al. 2018). Based on these findings in rats chronically
exposed to Cd, is reasonably considered high cardiovascu-
lar risk.

In order to get a more direct relationship between Cd-
exposure and atherogenic risk, atherogenic indexes were cal-
culated. The results showed an increase in the atherogenic
indices in rats Cd-exposed, corroborating a higher vascular
risk (Table 2). These indexes have a better predictive value as
compared with isolated parameters, besides, information on
atherogenic risk is significantly higher when coexisting with
the presence of hypertriglyceridaemia (Tran-Dinh et al. 2013,
Lubrano and Balzan 2014, Subedi et al. 2014). Particularly,
when small and dense LDL binds to LOX-1 (the main LDLox
receptor in endothelial cells), NADPH oxidase activates the
production of superoxide and hydrogen peroxide, as well as
peroxynitrite radical (ONOO-), leading to a decrease in NO
availability (Pirillo et al. 2013, Lubrano and Balzan 2014,
Mollace et al. 2015).

Despite that Cd by itself do not generates the production
of ROS, this metal produces an environment highly oxidative
and an imbalance in the cellular redox state, impairing the
vasoconstrictor response  (Almenara et al. 2013,
Kukongviriyapan et al. 2014). It has been described that Cd
increase blood pressure because NO react more quickly with
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Figure 3. The effects of cadmium exposure on concentration-response curves. (A) phenylephrine, (B) acetylcholine and (C) sodium nitroprusside in aortic rings of
control and Cd-exposure rats. The results shown are the mean + SEM. (*) Indicates significant difference from control group p <.05 by Student “t” test.

°0,” in comparison with SOD ("0,7; k=6.7 x 109 mol™"
seg’1), which results in high levels of ONOO- (Gaubin et al.
2000). According to this, rats exposed to Cd showed a
decrease in vascular relaxation to acetylcholine and sodium
nitroprusside (Figure 3(B,C)), these data suggest a decrease
in the bioavailability of NO, strengthening the idea of the
ONOO- production by Cd. Decreases in vascular relaxation
found in rats exposed to Cd could be due to a lack of eNOS

activity, probably due to a displacement of calcium by Cd
(Gaubin et al. 2000, Tandon et al. 2003, Messner and
Bernhard 2010). In the same way, Almenara et al. (2013)
have found that rats administered with Cd (100 mg/L) in
drinking water did not modify pD2 but produce a significant
increase of Emax (Mitra et al. 2011). Other studies have
shown that acute Cd exposure induces endothelial dysfunc-
tion by a mechanism that involves an increased release of
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Figure 4. The acetylcholine concentration-response curves after SOD and Apocynin incubation. (A) Aortic rings of control (n = 8) and Cd-exposure rats (n =5) incu-
bated with SOD, (B) Aortic rings of control (n = 8) and Cd-exposure rats (n =5) incubated with Apo. The results shown are the mean £ SEM. Student “t” test.

angiotensin 1l, the increase of COX-2 and NADPH oxidase
activity, thus a high rate of production of *O,~, which could
contribute to the establishment of atherosclerosis and hyper-
tension (Angeli et al. 2013).

In order to determine the superoxide participation, we
investigated the relaxation response in Cd-exposed rats. SOD
treatment improved the relaxation at the control group level,
suggesting that Cd exposure cause an extracellular increase
of O, (Figure 4(A)) (Bienert et al. 2006, Forstermann 2010,
Forstermann and Sessa 2012, Perez Diaz et al. 2013, Nauseef
2014). The NADPH (often in milliseconds) can increase intra-
cell °O," levels, augmenting the oxidant species and modify-
ing intracell signalling (Frey et al. 2009).

In order to corroborate the participation of NADPH, in this
work was used apocynin as a non-selective NADPH oxidase-
inhibitor. Aortic rings of rats exposed to Cd and treated with
apocynin showed the same relaxation pattern as aortic rings
from rats without Cd-exposure (Emax and pD2; Figure 4(B)).
This finding suggested that Cd is linked to an increase of
NADPH oxidase activity, and that oxidative stress induced by

this enzyme would reduce NO bioavailability (Berk 2007,
Weseler and Bast 2010, Kukongviriyapan et al. 2014).
Apocynin inhibits NADPH oxidase (NOX) by binding to essen-
tial thiol groups of NADPH oxidase subunits, preventing the
transfer of the soluble cytosolic subunits p47phox and
p67phox to the cellular membrane, which is essential for
*0,” production. Apocynin has been used in the administra-
tion of Cd acute or toxic, in the aorta (Beswick et al. 2001,
Nwokocha et al. 2013, Rizzetti et al. 2013, Oostwoud et al.
2016). Similar treatment has been applied in vascular altera-
tions induced by mercury, in which the co-treatment with
apocynin restore the response to phenylephrine (Oostwoud
et al. 2016).

In summary, Wistar rats exposed to a LOAEL dose of Cd
(32.5 ppm) in drinking water develop a metabolic disorder
similar to metabolic syndrome. This pathological condition
constitutes a risk factor which has been related to hyperten-
sion and vascular damage. Metabolic changes developed by
Cd administration produces insulin resistance and athero-
sclerotic environment that increase oxidative stress in the
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endothelium. Oxidative stress associated with high levels of
superoxide produced by the NADPH oxidase complex activ-
ity, diminish NO availability, which could be part of the
mechanism by which rats exposed to Cd develop hyperten-
sion. This hypothesis is supported by the fact that both
apocynin and SOD produce the relaxation of aortic rings in
rats exposed to Cd, at the same level as rats non-exposed to
Cd. Therefore, the reduction of superoxide could be an
exploring strategy to reduce the risk of endothelial damage
and cardiovascular diseases, at least in situations of
Cd exposure.
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