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Resumen

La diabetes mellitus (DM) se define como un grupo de enfermedades metabdlicas
que estan asociadas con la presencia de un estado hiperglucémico debido a
alteraciones en la liberacion y/o funcion de la insulina. En musculo cardiaco, los
canales de potasio sensibles a ATP (Katp) acoplan el estado metabolico de la
célula con la excitabilidad de la membrana, ejerciendo un efecto protector frente al
estrés metabdlico. Se ha indicado que la DM esta asociada con una disfuncion de
los canales Katp, disminuyendo su rol protector y contribuyendo a una
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno. Por otra parte, la apertura de
los canales Katp a través del uso de farmacos como el nicorandil se ha visto
relacionada con una reduccion de los marcadores de estrés oxidativo. Por lo tanto,
en el presente estudio se evaluaron los efectos del nicorandil sobre la
peroxidacién lipidica, lo cual es un indicador de estrés oxidativo en el masculo
cardiaco de ratas diabéticas. Se utilizaron ratas macho Wistar (70-80 g). La
induccion de diabetes fue farmacoldgicamente via intraperitoneal con
estreptozotocina (100 mg/kg de peso corporal). La diabetes fue confirmada 48
horas post-induccién, cuando la concentracién de glucosa basal en sangre fue
2300 mg/dL. El tratamiento consisti6 en la administraciéon de nicorandil (3
mg/kg/dia) durante 4 semanas. Al finalizar los tratamientos, los niveles de

lipoperoxidacién fueron analizados espectrofotométricamente. Los resultados
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evidencian que el nicorandil contribuyd a una disminucion en los niveles de
glucosa basal en ratas diabéticas, impactando positivamente en el tejido cardiaco
por un efecto antioxidante al disminuir la peroxidacion lipidica, lo cual sugiere que
la activacion de los canales Katp protege contra el dafio oxidativo generado por la
DM.

Introduccion

Diabetes mellitus tipo 1

La Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1) es una enfermedad cronica caracterizada por
una deficiencia de insulina debido a una respuesta autoinmune que afecta a las
células B del pancreas resultando en niveles de glucosa en sangre elevados
(DiMeglio, Evans-Molina, & Oram, 2018).

Diabetes mellitus y estrés oxidante en musculo cardiaco

En el desarrollo de la diabetes mellitus, las condiciones hiperglucémicas favorecen
la activacion de vias que aumentan la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ERO). Entre estas vias estan: la autooxidaciéon de la glucosa, la via del
sorbitol, la activacion de PCK a partir de la generacion de diacilglicéridos, y la
generacion de productos de glicosilacion avanzados. Todos estos procesos
abonan a la formacion de ERO (Ahmad et al., 2014; Bandeira et al., 2013).

La actividad de los sistemas antioxidantes es importante para hacer frente a la
peroxidacioén lipidica. No obstante, en la diabetes mellitus, sistemas antioxidantes
como las glutation peroxidasas y aldehido deshidrogenas estan disminuidos
(Hauck & Bernlohr, 2016).

Un desbalance en la produccion de ERO y los sistemas antioxidantes lleva a un
estado de estrés oxidativo. El estrés oxidativo se definidé por primera vez en 1985
como un disturbio en el equilibrio pro-oxidante—antioxidante, este a favor de los

oxidantes. Se caracteriza por el dafio a los componentes celulares, principalmente
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lipidos, proteinas y ADN en los sistemas biolégicos (Gomez-Cabrera, Vifia, & Ji,
2009).

En la DM1 existe un remodelamiento cardiaco derivado de los procesos
fisiopatolégicos que se desarrollan en el curso de la enfermedad. Las ERO se
destacan por su papel mediador e intermediario de los acontecimientos
subyacentes a este remodelamiento (Bugger & Abel, 2014). Este fenémeno esta
asociado en la patogenia de la insuficiencia cardiaca congestiva, hipertrofia

cardiaca y enfermedad isquémica del corazén (Moris et al., 2017).

Canales de Potasio Sensibles a ATP (KATP) y musculo cardiaco

Los canales Katp son complejos heteroctaméricos constituidos por dos tipos de
subunidades proteicas, cuatro forman el poro del canal de potasio (Kir) y cuatro
receptoras de sulfonilureas con funciones regulatorias (SUR)(Nichols, 2006).
Dependiendo del tejido, se encontraran diferentes isoformas de las subunidades.
Las Kir6.1 y Kir 6.2 son codificadas por los genes KCIN8 y KCJN11
respectivamente (Nichols, 2006). En el caso de las SUR1 por el gen ABCCS,
mientras que SUR2A y SUR2B por ABCC9 (Nichols, Singh, & Grange, 2013). En
los miocitos cardiacos en ventriculos de murinos se expresan predominantemente
las isoformas Kir 6.2 y SUR2A (Nichols et al., 2013).

La importancia de los canales Karp reside en que acoplan el estado metabdlico
con la excitabilidad de las células (Nichols, 2006; Tinker, Aziz, Li, & Specterman,
2018). Estos censan la tasa de ATP/ADP, activandose al momento de la
interacciéon de nucleétidos de ADP-Mg a nivel de los sitios de unién NBF1 y NBF2
de la subunidad reguladora SUR, generando un cambio conformacional en el poro
aperturandolo. En cambio, la unién de ATP con la subunidad Kir6.x ocasionara
gue el canal pase a un estado no permisivo o cerrado (Flagg, Enkvetchakul,
Koster, & Nichols, 2010; Nichols, 2006).
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Uno de los roles mas estudiados de los canales Karp en miocardio es su
participacion en periodos de estrés metabdlico, tales como isquemia, inhibicion
metabdlica y anoxia (Nichols et al., 2013). Los canales Katp al favorecer la salida
de K+ intracelular, preservan la hiperpolarizacion de membrana provocando una
disminucién en la liberacion de Ca2+, disminuyendo los requerimientos de ATP
consumidos por las ATPasas dependientes de Ca2+, reduciendo el consumo
energeético y preservando la integridad celular (Gong, Legault, Miki, Seino, &
Renaud, 2003; Koganti et al., 2015; Nichols et al., 2013; Scott et al., 2016).
Diferentes estudios sefialan que la apertura de los canales Katp a través de
estrategias farmacologicas ha sido relacionada con la disminucién de marcadores

indirectos de estrés oxidativo (Kurhaluk & Tkachenko, 2016).

Nicorandil y activacion de los canales Katp

El nicorandil (N-[2-hidroxyetil]-nicotinamida nitrato) es un farmaco hibrido que es
un abridor especifico de los canales Katp (Sato, Sasaki, O’'Rourke, & Marban,
2000), ademas ser un donador de 6xido nitrico (Ishibashi et al., 2008).

En cuanto a los efectos del nicorandil en diabetes mellitus, Dymkowska et al.
(2014) sefialan que la aplicacion de un abridor de los canales Katp en células
musculares disminuye la resistencia a la insulina. Asimismo se han reportado
antecedentes de sus propiedades antioxidantes en miocardio en condiciones de
diabetes mellitus (Serizawa, Yogo, Aizawa, Tashiro, & Ishizuka, 2011; Zhang et al.,
2018).

El efecto cardioprotector del nicorandil también es sefialado por Afzal et al. (2016)
al preservar la funcion y prevenir la muerte celular de miocitos cardiacos de

ratones sujetos a lesion por isquemia y reperfusion.

En el remodelamiento cardiaco por diabetes mellitus existe un aumento en la
apoptosis e inflamacién celular. Los mecanismos propuestos son el aumento del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), caspasa 3 y la éxido nitrico sintetasa

inducible (iNOS). Sumado a esto existe una disminucion de la actividad de la 6xido
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nitrico sintetasa endotelial (eNOS). Lo anterior disminuye la angiogenesis,
provocando un aumento de fibrosis tisular afectando la contractibilidad cardiaca. El
nicorandil al actuar como donador de Oxido nitrico contrarresta estos procesos
patolégicos; aumenta la actividad de eNOS y decrementa la de iINOS siendo una
alternativa en el tratamiento de complicaciones cardiacas relacionadas con la
diabetes, como es la insuficiencia cardiaca (Mohamed, Ahmed, Attia, & Khattab,
2015; Wang et al., 2019).

Objetivos

Obijetivo general

Evaluar el efecto del nicorandil sobre el control glicémico y el dafio oxidante en
musculo cardiaco de ratas diabéticas

Objetivos especificos

Explorar el efecto del nicorandil sobre los niveles de glicemia y la sensibilidad a la
insulina en ratas diabéticas.

Cuantificar los niveles de peroxidacion lipidica en el musculo cardiaco de ratas

diabéticas.

Justificacién

A nivel mundial existen 425 millones de personas diagnosticadas con Diabetes
Mellitus, el 10 % de estos individuos tienen Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1). En
México, el nimero de casos de DM1 en nifios y adolescentes (0-19 afios) se
estima en 26.6 por cada 1000 individuos, mientras que la cantidad de casos

nuevos por afo es de 5.4 por cada 100000 personas.

Las personas con DM1 tienen tres veces mayor riesgo de mortalidad que la
poblacion general. Una aparicion prematura de enfermedades cardiovasculares
(ECV) es la principal causa de la elevada mortalidad. La hipergluclemia constante
propia de la DM1 provoca un incremento en la generacion de especies reactivas

de oxigeno (ERO). Aunado a este aumento, una disminucion de los sistemas
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antioxidantes ocasiona estrés oxidativo; éste se relaciona con el desarrollo de

complicaciones a nivel macrovascular y microvascular en DM1.

Los canales Katp constituyen un sensor que acopla el estado metabdlico con la
excitabilidad de las células, ligando también el estado redox mitocondrial y los
niveles de ERO. Se ha reportado que la utilizacion de farmacos abridores de los
canales Karp tiene diversos efectos en el sistema cardiovascular en diferentes

patologias como son: hipertension, angina, insuficiencia cardiaca y arritmias.

El nicorandil, es un abridor selectivo de los canales Karp que ha mostrado tener un
efecto benéfico en lesiones de isquemia-reperfusion, propiedades antioxidantes y
mejorar la sensibilidad a insulina. La aplicacion de un tratamiento con nicorandil en
DM1 puede representar una estrategia que contribuya a mejorar el control
glucémico y disminuir los marcadores de estrés oxidativo propios de la
enfermedad.

Metodologia

Modelo experimental

El uso de los animales se hizo en concordancia con la NOM-062-ZO0-1999 vy el
comité de ética de la Universidad de Guanajuato. Se utilizaron ratas Wistar macho
(80-90 g) del bioterio del Departamento de Ciencias Aplicadas al Trabajo (DCAT)
de la Universidad de Guanajuato. Los animales se alojaron en jaulas de acrilico a
temperatura controlada (24°C) con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas. Se les

proveia libre acceso a comida (dieta estandar) y agua.

Induccion de Diabetes Experimental

Para la generacion de los grupos con Diabetes se utilizd el farmaco
estreptozotocina (STZ) (Sigma Aldrich, S030, Saint Louis, MO, USA) en una dosis
Gnica de 100 mg/kg de peso. Antes de la administracion, la STZ se disolvié en
tampodn fosfato salino (PBS) y se llevé a un pH de 4.53 usando acido citrico. Las

ratas se sometieron a un periodo de 12 de ayuno; en estas condiciones se
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administr6 la STZ via intraperitoneal. El criterio para determinar exitosa la
induccion de diabetes fue una glucemia en ayuno =250 mg/dl. La medicion se hizo
al dia siguiente de la administracion del farmaco con un glucémetro digital (Accu-
Check Performa, Roche, Indianapolis, IN, USA) usando una gota de sangre de la

cola del animal.

Protocolo experimental

Los animales fueron divididos en 4 grupos, cada uno de 5 ratas: Grupo 1: Ratas
normoglucémicas inyectadas con vehiculo, como control. Grupo 2: Ratas
diabéticas. Grupo 3: Ratas diabéticas + Nicorandil (abridor de los canales KATP).
Grupo 4: Ratas normoglucémicas + Nicorandil (mg/kg). La dosis aplicada de
Nicorandil fue acorde a lo reportado por Abdel-Raheem et al. (2013). Todos los
grupos fueron monitoreados durante 8 semanas; a partir de la semana 4 el
tratamiento con nicorandil (3 mg/kg/dia), administrado via intraperitoneal, durante

4 semanas.

Medicién de glucosa
Todos los grupos experimentales fueron sometidos una vez por semana, durante
las 8 semanas de duracion del protocolo experimental a mediciones de glucosa

basal (ayuno), utilizando un glucometro Accu Check Performa.

Prueba de tolerancia a la insulina

Al finalizar el tiempo de tratamiento, las ratas de experimentacion recibieron una
dosis de insulina humana de accién rapida regular (0.75 U/kg de peso corporal),
inmediatamente después de recoger una muestra de glucosa basal. Las
concentraciones de glucosa en sangre se midieron a partir de la linea de base
(inmediatamente antes de la administracion de insulina a t=0 min), eventualmente
los niveles de glucosa fueron medidos en los 30 min (0.5 h), 60 min (1 h), 90 min
(1.5 h) y 120 min (2 h) post-inyeccion. Para el analisis, los valores obtenidos de la

respuesta de la glucosa en sangre durante los diferentes tiempos de monitoreo
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fueron cuantificados como el area bajo la curva para cada rata, de acuerdo a el

método trapezoidal (GraphPad Prism 5.01).

Obtencion de muestras

Después de 8 semanas de tratamiento, las ratas fueron eutanizadas por
dislocacion cervical y se procedio a la extirpaciéon de una porcion del apice del
musculo cardiaco. Para la conservacion del tejido se utilizé solucion Ringer con las
siguientes concentraciones mM: NaCl 130, KCI 3, CaClI2 1, MgCI2 1, HEPES 10y
D-glucosa 10, la cual se ajusté con un pH de 7.40 con NaOH. La solucion se hizo
con agua desionizada, libre de pirdégenos, (ultrafiltrada) con impedancia de 18 MQ
(Millipore, Elix 3, Billerica, MA, USA). Dichos musculos fueron almacenados en
tubos Eppendorf mantenidos a -80 °C hasta sus posteriores analisis bioquimicos

de los tejidos.

Evaluacion de la peroxidacién de lipidos

La determinacién de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) fue
realizada como un marcador de peroxidacion de lipidos en el musculo esquelético
en homogenados de los musculos séleo y gastrocnemio, mediante el método
descrito por Ratajczak-Wrona, et al. (2013), con algunas modificaciones. La
concentracion de proteina de los homogenados de musculo se midié para
normalizar los resultados y se determiné por el método de Biuret (Gornall et al.
1949) utilizando albumina de suero bovino como proteina estandar.
Posteriormente, el homogenado de musculo 0.5mg/ml fue re suspendido en 1 ml
de buffer de fosfato (50 mM KH,PO,, pH7.6) al que también se agreg6é 2mL de
solucion acida (acido tricloroacético, acido tiobarbiturico y acido clorhidrico), los
tubos se incubaron en bafio maria durante 30 min. Posteriormente, los tubos se
colocaron en hielo 5 min y enseguida se centrifugaron a 7500 rpm durante 5 min.
La absorbancia de cada muestra se determind a 532 nm en un espectrofotometro
Perkin Elmer Lamda 18UV/VS. Los datos se expresaron como nmolas de
TBARS/mg de proteina.
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Resultados

Efectos del nicorandil sobre la glucemia en ayuno

En la Figura 1, se muestran graficamente los niveles de glucosa basal (ayuno), los
cuales fueron medidos una vez por semana, durante las 4 semanas que duré el
tratamiento con nicorandil. En la semana 0, se muestra la glicemia antes de iniciar
con el tratamiento y post induccion de la diabetes con estreptozotocina (STZ); en
las semanas posteriores se muestran los datos graficados del resto del tiempo con
tratamiento (1 - 4 semanas). No se observaron diferencias entre el grupo control
normal y el grupo control con tratamiento (nicorandil). Sin embargo, nicorandil si
tiene efectos significativos (P< 0.05; n=6) sobre la glucemia en condiciones de
diabetes, lo cual se hizo notar a partir de la semana 2. En las semanas
consecutivas (3 y 4), nicorandil fue mejorando la glucemia en la diabetes, esto
comparado al grupo diabético (P< 0.001; n=6). En la Tabla 1, se muestran los
valores de las mediciones de glucosa (ayuno) obtenidas durante el tiempo de
protocolo, como promedio + error estandar, de cada uno de los grupos

experimentales estudiados.
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Figura 1. Niveles de glucosa en ayuno en todos los grupos experimentales durante el protocolo de tratamiento con
nicorandil. Muestra las mediciones de glucosa a partir de la semana 1 (post induccion de diabetes) y a partir de la semana
4, inicio de tratamiento con nicorandil (Nic). Los valores son mostrados como promedio + error estandar (ES), n=6; *p <
0.001 vs. Control normal; ap < 0.05, bp < 0.001 vs. Diabetes. Analisis de Varianza (ANOVA) de dos vias, seguido de una
prueba de comparacion multiple post-hoc de Bonferroni.
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SEMANAS

GRUPOS 0 1 2 3 4
Control 84.2 £4.07 82.6 +3.82 86.4 £ 3.35 84.2 +4.07 87 +3.43
Control + Nic 86.66 + 3.02 91.5+5.68 89+ 258 87.16 £ 4.39 89.16 + 3.57
Diabetes 535 +19.40* 536.8 +24.58*  563.6 +10.97* 571.6+10.97* 577.8 +12.44*

Diabetes + Nic  545.6 + 10.23* 482.2 £32.87* 478 £ 26.53*2 461 + 23.36*° 427 + 46.03*

Tabla 1. Niveles de glucosa en ayuno en todos los grupos experimentales durante el protocolo de tratamiento con
Micorandil. Los valores son mostrados como promedio + error estandar (ES), n= 6; *p = 0.001 vs. Control normal; 3p <
0.05, ®p = 0.001 vs. Diabetes.

Efectos del nicorandil en la prueba de tolerancia a la insulina

A fin de analizar si la mejora de la glucemia en ayunas se relaciona con una mayor
sensibilidad a la insulina, realizamos una prueba de tolerancia a la insulina en los
diferentes grupos experimentales (Figura 2A). La prueba se realiz6 24 h después
de finalizar el protocolo de tratamiento (4 semanas) con Nicorandil. Los niveles de
glucosa en ayuno (t=0 min) fueron comparados entre los diferentes grupos
experimentales. En todos los grupos, la insulina indujo una disminucién en los
niveles de glucosa, los cuales se hicieron mas evidentes en el grupo con diabetes
tratado con nicorandil (Diabetes + Nic), indicando que existe mayor tolerancia a la
insulina en estas ratas, mostrandose una disminucion significativa en el minuto 60,
comparado con el grupo diabético sin tratamiento (Figura 2A). El nicorandil no
modificd la sensibilidad a la insulina en condiciones control, comparado al grupo
control normal. No obstante, en el grupo con diabetes + nicorandil (Nic) se observo
una diferencia significativa (p< 0.05) en la sensibilidad a la insulina a partir del
minuto 60, post inyeccion de la insulina. Para estimar de mejor manera la prueba
de tolerancia a la insulina, se calcul6 el area bajo la curva de los cambios en la
glucosa en respuesta a la insulina durante los 120 min (Figura 2B). Estos
resultados indican que el modelo de diabetes inducido con STZ presenta una
elevada resistencia a la insulina, lo cual fue mejorado con nicorandil, al

incrementar significativamente la sensibilidad a la insulina (p<0.01)
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Figura 2. Prueba de Tolerancia a la Insulina (PTI) en todos los grupos experimentales. En A), se muestran los niveles de
glucosa (mg/dL) medidos en los diferentes tratamientos en funcién del tiempo (0, 30, 60, 90 y 120 min) (*p<0.05). Todas las
ratas recibieron una inyeccién de 0.75 U insulin/kg de peso corporal en el tiempo 0. En B), se muestran los valores del area
bajo la curva (ABC) en mg/dL durante un periodo de 120 min. Los valores son mostrados como promedio + error estandar
(ES), n=6; **p=<0.01; ***p=<0.001 vs. Control normal, ##p<0.01 vs. Control Nic, &&p=<0.01 vs. Diabetes. Analisis de Varianza
(ANOVA) de una via, seguido de una prueba de comparacion mltiple post-hoc de Tukey.

Efectos del nicorandil en la prueba de tolerancia a lainsulina

La Figura 3 muestra los niveles de especies reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS) como indicador de la peroxidacion lipidica. No se observaron diferencias
entre el grupo control y en el grupo control con tratamiento (Nicorandil). El grupo
diabetes presenta niveles significativamente mas altos (p<0.05) que el control. En
cuanto al grupo diabetes con tratamiento, se muestra una marcada reducciéon de
las

TBARS (p<0.01) respecto al grupo diabetes sin tratamiento. De este modo se
evidencia el dafio oxidante que existe en la diabetes y como el nicorandil lo
reduce.
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Figura 3. Niveles de TBARS en todos los grupos experimentales durante el protocolo de tratamiento con nicorandil. Los
valores son mostrados como promedio + error estandar (ES), n= 6; *p < 0.05 vs. Control normal; &&p < 0.01 vs. Diabetes.
Andlisis de Varianza (ANOVA) de dos vias, seguido de una prueba de comparacién multiple post-hoc de Bonferroni.

Conclusiones

El nicorandil mejora la glicemia en ayuno al mejorar la sensibilidad a la insulina en
ratas diabéticas.

El nicorandil reduce el dafio oxidante al disminuir la peroxidacion lipidica en
musculo cardiaco de ratas diabéticas.
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