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Resumen

Introduccién: La diabetes mellitus es una de las enfermeda-
des con mayor impacto sociosanitario, no sélo por su alta
prevalencia, sino también por las complicaciones que pro-
duce, los factores de riesgo que implica y por su elevada
tasa de mortalidad. Actualmente existen 347 millones de
personas con esta enfermedad en el mundo. Las complica-
ciones macrovasculares aumentan la morbimortalidad car-
diovascular, constituyendo la principal causa de muerte en
los diabéticos. Eso involucra el proceso de ateroesclerosis y
su evolucién puede llevar a un infarto siendo necesaria para
el tratamiento la implantacién de una endoprétesis vascular;
sin embargo, éstas tienen un alto porcentaje de re-estenosis,
debido a la migracién de células de musculo liso vascular
(CMLV), por lo que resalta la importancia del estudio de
dicho fenémeno. Objetivos: La medicién de la velocidad de
migracién de las CMLV de aorta de ratas macho Wistar,
control y diabética inducida. Metodologia: Modelo de estu-
dio experimental, transversal y comparativo. Las variables
de respuesta fueron: el porcentaje de migracién de CMLV
en unidades arbitrarias mediante el experimento “herida-
cicatrizacién” en caja de cultivo. Resultados: Se registraron
porcentajes promedio de velocidad de migracién de CMLV a
las 12 horas de 20.6% y 47.28%; mientras que a las 24 ho-
ras de 51.8% y de 81.87% para las ratas control y diabética
respectivamente. Conclusiones: La velocidad de migracion de
las CMLV es mayor en las células de rata diabética que
la de rata control. LUKMEDICA ANO11, NUMERO 34, SEPTIEMBRE-
DICIEMBRE 2016, PP 63-70
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Abstract

Introduction: Diabetes is a disease with one of the largest
impacts on public health: not only because of its high pre-
valence, but also by the complications that occurs, the risk
factors involved and by its high rate of mortality. Currently
there are 347 million people with this disease in the world.

Macrovascular complications increase the cardiovascular
morbimortality, constitute the leading cause of death in dia-
betics. That involves the process of atherosclerosis and its
evolution can lead to a heart attack being necessary for
treating a vascular stent implantation, however, these have
a high percentage of re-estenosis, due to the migration of
vascular smooth muscle cells, so it emphasizes the impor-
tance of the study of this phenomenon. Objectives: The mea-
surement of the speed of migration of the aorta vascular
smooth muscle cells of male Wistar rats, induced diabetic
and control. Methodology: model of experimental, descrip-
tive, cross-sectional and comparative study. The response
variables were: percentage of vascular smooth muscle cells
migration in arbitrary units through the "wound-healilng"
experiment in culture box. Results: Average percentage of
vascular smooth muscle cells migration speed were recorded
at 12 o'clock of 20.6% and 47.28%; While at 24 hours of
51.8% and 81.87% for rats control and diabetic respectively.
Conclusions: The speed of migration of the vascular smooth
muscle cells is greater in cells of diabetic rat than the rat-
control LUXMEDICA ANO11, NUMERO 34, SEPTIEMBRE-DICIEMBRE
2016, PP 63-70

Palabras clave: Diabetes, stent, misculo liso vascular,
migracion celular.
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Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es un grupo complejo de trastornos me-
tabodlicos, que en comdn comparten hiperglucemia, y el déficit de
insulina, ya sea por disminucién en su produccion, secrecién o au-
mento en la resistencia a la misma. Las ultimas estimaciones indican
una prevalencia global de 382 millones de personas con diabetes
en 2013, se espera que aumente a 592 millones para 2035.2 La DM
es una de las enfermedades con mayor impacto socio-sanitario, no
solo por su alta prevalencia, sino también por las complicaciones que
produce, los factores de riesgo que implica y por su elevada tasa de
mortalidad.® Las complicaciones crénicas de la diabetes se clasifican
en: a) macrovasculares (equivalente a ateriosclerosis), que son las
que afectan a las arterias en general produciendo enfermedad car-
diaca coronaria, cerebrovascular y vascular periférica; b) microvas-
culares, que incluiria la retinopatia, nefropatia y neuropatia, y c) el
pie diabético, que apareceria como consecuencia de la neuropatia
y/o de la vascular de origen macroangiopatico.* Las repercusiones
de las complicaciones macrovasculares comportan un incremento
de 3 a 4 veces en la morbimortalidad cardiovascular, constituyen-
do la principal causa de muerte en los diabéticos.®> Mas del 65%
de los pacientes con DM, mueren por enfermedad cardiovascular
(cardiopatia isquémica, cardiopatia hipertensiva, ateroesclerosis) o
enfermedad cerebral vascular.®

Como consecuencia y evolucién del proceso de ateroesclerosis,
dentro de las complicaciones macrovasculares, se observa cémo
la placa ateroesclerosa endurece y estrecha las arterias, lo cual li-
mita el flujo de sangre rica en oxigeno al tejido que irriga la arte-
ria comprometida; hablando del miocardio puede traducirse esto
como isquemia, lesién o infarto.” Al producirse un infarto, se obliga
a emplear terapéuticas de revascularizacién coronaria, como la an-
gioplastia coronaria y la colocacién de stent (endoprétesis vascu-
lar).® Este procedimiento suele sufrir un proceso de re-estenosis en
alrededor del 28% de los casos. Se ha documentado que es debido
a una proliferacion excesiva de células de musculo liso vascular es-
timuladas por el factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF), insulina e hiperglucemia.>"

Los factores de riesgo que favorecen una re-estenosis son el sin-
drome metabdlico (hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia), diabetes
mellitus (hiperglucemia), una mayor longitud de la lesién tratada,
menor didmetro de referencia del vaso anterior y un menor dia-
metro luminal al final del procedimiento.'> Durante el proceso de
ateroesclerosis, las células de musculo liso vascular cambian su fe-
notipo contractil a uno sintético, adquiriendo la capacidad de pro-
liferar y migrar. La migracién es un componente importante en el
proceso de remodelacién vascular,’™ es un ciclo que inicia con la
polarizacion de la célula, como respuesta a un estimulo quimio-
tactico, se conoce que es un fenémeno dependiente de calcio.”
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Las células presentan un gradiente de con-
centracion de Ca** entre el polo posteriory
anterior, siendo mayor en el polo posterior,
si el calcio es quelado, el gradiente se abo-
le y la migracion se detiene.’® Para que la
migracion celular pueda llevarse a cabo in-
dispensablemente se requieren aumentos
transitorios en la concentracion de calcio,
este aumento inicia en el polo posterior y
luego se dirige hacia el polo anterior, for-
mando ondas de Ca**."” Se ha encontrado
que al inhibir SERCA (ATPasa del reticulo
sarco endoplasmico) estas ondas se abolen
por lo que se deduce que éstas tienen su
origen en el reticulo sarco endoplasmico."”

En la diabetes mellitus existe un estado
de estrés del reticulo sarco endoplasmico
que se asocia a una expresion disminuida
de SERCA, y por ende disminuye la con-
centracion de Ca?* almacenado. Bajo esta

Material y métodos

Se trata de un modelo de estudio experi-
mental, transversal y comparativo. Las va-
riables de respuesta fueron: el porcentaje
de migracién de musculo liso expresado
en unidades arbitrarias. Los resultados se
registraron en hoja de datos de formato
Excel. Los datos cuantitativos son media y
desviacion estandar; los datos cualitativos
son porcentaje de migracion. El manejo
de los animales se realiz6 de acuerdo a los
Principios Eticos Internacionales y los linea-
mentos de la NOM-062-ZO0O-1999, acer-
ca de las “especificaciones técnicas para el
cuidado y uso de animales de laboratorio”.
Se usaron ratas macho Wistar, de 200 g
en promedio, de las cuales se hacen dos
grupos: Grupo A) ratas control. Grupo B)
ratas diabéticas (inducidas durante cuatro
semanas con estreptozotocina (65mg/kg
de peso). Posteriormente se obtuvo tejido
aortico para el estudio de la velocidad de
migracién; para este fin después de que las
ratas fueron inducidas, se sacrificaron con
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informacién, se supondria que no habria
suficiente Ca?* disponible para el proceso
de migracion. Sin embargo, esta informa-
cion ademas de contrastar con lo anterior
expuesto sobre el papel esencial del Ca?*,
no explica el proceso de la migracion des-
controlada de las células del musculo liso
vascular en la diabetes mellitus. Existe evi-
dencias de que el musculo liso vascular de
ratas diabéticas muestra un estado de hi-
perreactividad vascular, asociado a la dis-
minucién de la expresién de SERCA, y se
postula que a pesar de no existir las concen-
traciones adecuadas de Ca?* para producir
las ondas, existiria el suficiente para que se
dé el proceso de migracién. '7'® El objetivo
de este trabajo fue comparar la velocidad
de migracion de las células de masculo liso
vascular (CMLV) entre rata Wistar macho
diabética y rata control.

una sobredosis de pentobarbital sédico ad-
ministrado via intraperitoneal (60mg/kg).
A continuacioén, se procedi6 a realizar una
toracotomia y la aorta toracica fue extrai-
da (desechando el cayado aértico), y co-
locada en una caja de Petri, con solucién
salina estéril, para luego limpiar el exceso
de tejido seroso y graso con instrumental
fino, posteriormente se realiz6 un corte
longitudinal la aorta y se retira el endotelio
vascular raspando con ayuda de un hisopo
de algodon estéril, para después cortar en
segmentos de 1-2 mm?2. Posteriormente,
cada uno de los segmentos obtenidos se
colocaron, en cajas de cultivo de 2.5cm?
de didmetro con medio de cultivo DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium),
con glucosa normal (5mM), suplementa-
do con suero bovino fetal (SBF) al 10%,
10000 U/mL de penicilina, 10 mg/mL de
estreptomicina y colocados en la incuba-
dora de CO2 al 5%, a 37°C y humedad
al 100% . Se mantuvieron en la incubadora
por aproximadamente 3-4 semanas para
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que las células confluyeran, realizando
cambio de medio cada tercer dia. Al con-
fluir, se procedié a levantarlas en una ca-
mara de cultivo celular estéril, usando trip-
sina en solucién al 0.1%, aplicando 3 mL,
dejando actuar entre 10-20 minutos en la
incubadora, posteriormente con 7 mL de
medio DMEM para completar un volumen
de 10mL, se continud con el lavado de las
cajas para levantarlas; ulterior, se centrifu-
g6 el volumen obtenido por 2.5 minutos
a 2.5X103; se aspir6 el sobrenadante y la
pastilla se re-suspendié en 10mL de medio
DMEM; se tom6 de la anterior suspension
celular 10 uL para cuantificar las células
obtenidas y se transfiere a 9 cajas de Petri
de 3.5 cm de diametro y un stock en caja
de 25cm? a razén de 1x10% células por caja
aproximadamente. Se incub6 y cambio el
medio cada tercer dia, con las mismas ca-
racteristicas antes mencionadas y al llegar
a confluencia (1 semana después aproxi-
madamente) se realizé el experimento de
“Herida-Cicatrizacién"” en caja de cultivo,

Resultados

Se realizaron dos repeticiones del experi-
mento de una rata control (R1) y una rata
diabética (R2). Se tomaron fotografias al
tiempo O, a las 12 horas y a las 24 horas,
para observar la velocidad de migracion
celular expresada en unidades arbitrarias
que se calcul6 de acuerdo al area libre y
area ocupada de las dos pruebas del en-
sayo, tanto en rata control como en rata
diabética. El porcentaje de area ocupado
de cada prueba a las 12 horas: la prueba 1
de rata diabética (R2) de 39.14% y prueba
2 de 55.43%; a las 24 horas de 81.69% y
82.05%. Mientras que de la rata control
(R1) en la primera prueba a las 12 horas
resulté de 9.17%, en la segunda prueba
de 32.17%; a las 24 horas de 37% y de
66% en prueba uno y dos respectivamen-
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para evaluar la velocidad de migracién ce-
lular. Para fines de este reporte, se realiza-
ron dos repeticiones del experimento de
una rata control y una rata diabética. En
una campana para cultivo estéril, se tomé
una punta de micropipeta de 200uL, y se
colocaron al microscopio de luz invertido
al objetivo de 10X; y se tomaron fotogra-
fias al tiempo 0, a las 12 horas y a las 24
horas. Se compar6 la velocidad de migra-
cion entre las células de ratas normales
cultivadas y las diabéticas. Para ello, se
utilizé el programa Image J, para delimitar
el area expresada en unidades arbitrarias
de la herida conforme al tiempo trascu-
rrido desde provocada la herida. Al obte-
ner el drea de ambas ratas a los distintos
tiempos, en una hoja de Excel, se calculd
de acuerdo al éarea libre y area ocupada
de las dos repeticiones de rata control y
diabética, el porcentaje ocupado de cada
repeticion, el promedio del porcentaje de
migracién celular y la desviacion estandar
del &rea ocupada.

te. El registro del area libre y ocupada, asi
como los porcentajes de migraciéon de las
dos pruebas del experimento de rata dia-
bética y control se encuentran en la tabla
1. El promedio y desviacion estandar del
porcentaje de migracion celular por rata
se encuentran en la tabla 2, resultando a
las 12 horas de 20.6% y 47.28%, para las
ratas control y diabética respectivamente y
las 24 horas de 51.8% (R1) y de 81.87%
(R2). De la misma manera se observan en
la grafica 1 los porcentajes de migracion de
acuerdo al tiempo del ensayo. La figura 2,
consta de fotografias tomadas con la visién
al microscopio de luz invertido al objetivo
de 10X, donde se muestra la migracion ce-
lular de las ratas control y diabética tras ha-
ber realizado la herida en la caja de cultivo
alas 0, 12y 24 horas.
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Registro de los porcentajes de migracion de dos repeticiones del experimento “herida-cicatri-
zacion" de rata diabética y control, a las 0, 12 y 24 horas y promedio mas desviacion estandar
de las repeticiones de los dos grupos.

R2. Diabética 1ra prueba R1. Control. 1ra prueba

0 horas 12 horas 24 horas 0 horas 12 horas 24 horas
area libre 2,707,028 1,647,530 495,747 4,078,037 3,704,403 2,569,323
area ocupada 1,059,498 2,211,281 373,634 1,508,714
% ocupado 39.14% 81.69% 9.16% 37.00%
R2. Diabética 2da prueba R1 Control. 2da prueba

0 horas 12 horas 24 horas 0 horas 12 horas 24 horas
area libre 2963910 1321048 532145 2241614 1520402 745307
area ocupada 1642862 2431765 721212 1496307
% ocupado 55.43% 82.05% 32.17% 66.75%
Diabetes 12 horas 24 horas Control 12 horas 24 horas
Promedio 2835469 47.28% 81.87% Promedio 3159825.5 20.67% 51.87%
Desv. Est. 181643.004 5.76% 0.13% Desv. Est. 1298547.16 8.14% 10.52%

Promedio de porcentaje de migracion celular a las 12 y 24 hrs de ratas control y diabética.

12 horas 24 horas
CONTROL 20.6% 51.8%
DIABETICA 47.28% 81.87%

100 - o Diabética
80 L s —=— Control
60
40 -

20 ' '

Figura 1. Grdfica donde se muestra el porcentaje de migracion celular a las 12 y 24 horas de ratas control y
diabética
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Tiempo O horas

RATA 1
(CONTROL)

RATA 2
(DIABETICA)

Tiempo 12 horas
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Tiempo 24 horas

Figura 2. Fotografias donde se muestra la migracion celular de las ratas control y diabética tras haber
realizado la herida en la caja de cultivo, y observdndose al microscopio de luz invertido al objetivo 10X, a

las 0, 12 y 24 horas.

Discusion

La migracién celular es un fenémeno de-
pendiente de calcio. Las variaciones en
las concentraciones de Ca** en el ambien-
te de las CMLV son interpretadas como
sefales que implican cambios en la dina-
mica contractil celular. Se ha demostrado
que para que las CMLV puedan migrar
se requieren de aumentos transitorios de
Ca?* citosolico que se inician en el urépo-
do y se desplazan hacia la region frontal
formando ondas de Ca?*. Estas ondas son
indispensables para el proceso de migra-
cion celular. La Ca ATPasa del reticulo sar-
coendoplasmico (SERCA) al recibir estimu-
los desde la membrana celular, produce la
liberacion de Ca?* por lo que este orga-
nelo parece ser el origen de las ondas de
Ca?* ya que se ha visto que la inhibicién
de SERCA mediante thapsigargina, abole
las mencionadas ondas.?® Se ha reportado
que la hiperglucemia que se observa en la
DM, causa un aumento en las concentra-
ciones de Ca?* citosélico, produce estrés
en el reticulo sarcoendoplasmico (RER),

llevando a disminucién de la expresion de
SERCA, con lo que la capacidad para alma-
cenar Ca’* se ve disminuida o abolida.””

En este trabajo se obtuvo como resulta-
do una mayor velocidad de migracién en
las células de musculo liso vascular de la
rata diabética comparada con su control.
Esto contrasta con el mecanismo anterior,
ya que pareciera que la DM, al condicionar
estrés sobre el RER, abole el fenbmeno de
migracion celular y por lo tanto no habria
cabida al proceso de re-estenosis tras la
colocacién de un stent como procedimien-
to de revascularizacién debido a compli-
caciones macrovasculares de la DM, como
la aterosclerosis. Esto llevé a postular que,
en la DM, a pesar de existir el estado de
estrés al RER, que disminuye la capacidad
de almacenamiento de Ca?* lo que alte-
ra las concentraciones de Ca?* citosélico
y por ende de formar ondas de Ca?*, la
concentracion de Ca2*es suficiente para la
excesiva migracién de las CMLV. 721

Los resultados concuerdan con uno
anterior realizado por Espinosa Tanguma
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y cols., donde compararon la velocidad
de migracién celular con grupos de ratas
diabéticas y controles, en sus resultados
observaron una mayor velocidad de mi-
gracién en las ratas diabéticas en compa-
racién con las ratas del grupo control tanto
a las 12 como las 24 horas de haber rea-
lizado el ensayo de la herida en las cajas
de cultivo." Por anadidura, se ha obtenido
evidencia de que el musculo liso vascular
de ratas diabéticas muestra un estado de
hiperreactividad vascular, asociado a la
disminucién de la expresion de SERCA. 22

La re-estenosis intra-stent es un pro-
blema creciente debido al importante
incremento que se ha producido en la
utilizacion del stent como forma de re-
vascularizacién percutanea, su incidencia
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global es de alrededor del 28%; implica
complicaciones inmediatas que son simila-
res a las que se presentan tras la implan-
taciéon de un stent de novo (afectacion
de ramas laterales a la lesion, disecciones
fuera del stent, trombosis aguda o suba-
guda, hemorragia), ademas implican un
alto costo por la atencién hospitalaria que
demanda. Es por ello que surge la imperio-
sa necesidad de conocer las caracteristicas
cuantitativas y cualitativas de la migracién
celular, como lo es su velocidad y su com-
portamiento frente a diferentes concen-
traciones de glucosa en la aterosclerosis
como complicaciéon de la DM con el fin de
plantear nuevas estrategias terapéuticas
que reduzcan o inhiban la re-estenosis.

Conclusiones

El fendmeno de migracion de células del musculo liso es importante en los pacientes
diabéticos complicados con lesiones macrovasculares como la aterosclerosis, ya que
lleva a la necesidad de procedimientos de revascularizacién como la colocacién de
stents que, desafortunadamente, con el tiempo pueden presentar re-estenosis tras
su colocacioén. Lo que lleva a la necesidad de estudiar sus caracteristicas y sus facto-
res predisponentes o causales, tales como la velocidad de migracion o las variacio-
nes en la concentracién de glucosa a las que las células son sometidas con el fin de
plantear nuevas medidas o estrategias terapéuticas que logren retardar o detener
este proceso dependiente de Ca2+ y que impone una problematica socio sanitario

creciente.
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