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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 DIABETES MELLITUS

a) DEFINICION Y CLASIFICACION.

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de desordenes metabdlicos,
caracterizados por hiperglucemia que resulta de los defectos en la secrecién
de insulina, en su accion 6 en ambos. Durante la DM se altera principalmente el
metabolismo de carbohidratos (glucosa), proteinas y grasas. La diabetes
mellitus se caracteriza porque presenta sintomas como: polifagia (aumento de
apetito), poliuria (exceso en la eliminacién de orina), polidipsia (aumento en la
sensacion de sed), pérdida de peso y visidon borrosa, todos ellos, son el
resultado de la hiperglucemia persistente. La hiperglucemia cronica de la DM
esta asociada con dafio, disfuncion ¢ fallo, a largo plazo de varios érganos
especialmente ojos, rifiones, nervios, corazon y vasos (Lermori R.H 2003). Las
alteraciones del sistema inmune durante esta enfermedad favorecen
infecciones mucocutaneas (bacterianas, micéticas) acompafiadas por picazon
0 prurito (Best & Taylor 2003), y al mismo tiempo presenta un aumento del
riesgo de complicaciones por enfermedad vascular (The expert committee on
the diagnosis and classification of diabetes mellitus; Davis S. N. Y Granner D.
K., 2003). Para esta enfermedad de tipo cronica, aun no existe cura, y las

formas méas comunes de esta enfermedad incluyen:

b) DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DM1):
Este tipo de diabetes es de mediacion inmunitaria en mas de 90% de los casos,

e idiopética en menos de 10% (MASHARANI U. 2006). Caracterizada por una



destruccién de las células B de los islotes pancreaticos, deficiencia absoluta de
secrecion de insulina y tendencia a la cetoacidosis. En este tipo de diabetes, la
disfuncion endotelial se mantiene y puede causar microangiopatia diabética, no
obstante, aun no esta claro si la disfuncion endotelial es una caracteristica del
estado diabético por si mismo (Schalkwijk, 2005).

En los pacientes con DM1 que tienen de 5 a 10 afos con la enfermedad
presentan un incremento ligero de la presién sanguinea, rigidez en las arterias,
aun asi cuando la excrecion urinaria de albumina sea normal (Schalkwijk,

2005).

c) DIABETES MELLITUS TIPO 2 (DM2):

Este tipo de diabetes constituye un grupo heterogéneo de variantes leves
que se presentan de manera predominante en los adultos y hay un
considerable aumento en nifios y adolescentes (MASHARANI U. 2006;
Kaufman, 2002; Winer y Sowers, 2004), y se caracteriza ademas por
resistencia a la insulina y deficiencia (no absoluta) en la secrecion de ella. La
mayoria de los pacientes con este tipo de diabetes, son obesos y/o con
distribucion de grasa predominantemente abdominal, presentan una fuerte
predisposicion genética y los niveles de insulina plasmatica son normales o
elevados sin tendencia a la acidosis. Con dieta adecuada e hipoglucemiantes
orales como tratamiento se puede mantener niveles plasmaticos normales de
glucosa, aunque muchos diabéticos, con el tiempo, requieren de insulina para
su control. Sin embargo, la administracion de insulina no es indispensable para
controlar los niveles normales de glucosa sanguineos. Existen datos de una

alta prevalencia de pacientes con DM2 y cabe mencionar que hay un nimero



aproximado de pacientes no diagnosticados, con una subestimacion de 90%,
es decir, por cada paciente diagnosticado hay 9 que aun no lo saben (Diamond
2003; Zimmet et-al 2001). Este tipo de DM conduce a una enorme cantidad de
complicaciones en todo el organismo por ejemplo Shalkwijk y colaboradores
en el 2005 reportaron en un estudio en pacientes con DM2 que la excrecidon
urinaria de albumina aumenta con la disfuncién endotelial, y en paralelo, ambas

progresan con el tiempo. (Shalkwijk et-al 2005)

1.2 METABOLISMO DE GLUCOSA Y PARTICIPACION DE INSULINA
DURANTE DM

El pancreas es la pieza clave en la secrecion de insulina y esta a su vez
participa en el metabolismo de la glucosa. Este 6rgano de caracter exocrino,
presenta células hacinares; que secretan enzimas digestivas, y células en
forma de islote; que tienen funcion sobre el metabolismo.

El islote de Langerhans estd compuesto de cuatro tipos de células, cada
una de las cuales sintetiza y secreta una hormona polipeptidica distinta: la
insulina se sintetiza en la célula B (B) la cual abarca 60-80% del islote, el
glucagon en la célula a (A), la somatostatina, en la célula & (D), y el polipéptido
pancreatico en la célula PP 6 F (Davis S. N. Y Granner D. K, 2003).

En los humanos, los carbohidratos representan una fuente importante de
energia para las células de los diversos tejidos (cerebro, sistema nervioso
central, musculo), por lo que la glucemia debe mantenerse dentro en un limite
estrecho, con valores normales de 70-110 mg/dl en sangre venosa, para esto
interviene la interaccion de diversas hormonas, el sistema nervioso autbnomo y

los tejidos blanco, habiendo captacion y liberaciéon de glucosa. (Arias P. 2003).



La elevacion de glucosa en sangre que se produce inmediatamente
después de una comida rica en hidratos de carbono, estimula la secrecién de
insulina y suprime la secrecién de glucagon (Mathews et-al, 2003). Asi, la
insulina torna su papel hipoglucemiante, antilipolitico y anabdlico proteico,
permitiendo controlar la captacion, utilizacion y el almacenamiento de esta
glucosa y algunos otros nutrimentos celulares (Davis S. N. Y Granner D. K.,
2003; Arias P. 2003). Posteriormente, se promueve la captacion de glucosa por
el higado, se estimula sintesis de glucogeno y se suprime la degradacion del
mismo.

La enzima glucocinasa, encargada de fosforilar a la glucosa, comienza
una serie de reacciones enzimaticas para degradar los azucares y producir la
energia que requiere la célula. Cuando hay muchos azucares almacenados en
el higado, la acetil-CoA carboxilasa, enzima presente en los adipocitos, ejerce

Su accion sintetizando cadenas largas de acidos grados vy triglicéridos.

Las acciones anabdlicas de la insulina incluyen la estimulacion del uso y
almacenamiento intracelulares de glucosa, aminoacidos y acidos grasos, en
tanto que bloguea procesos catabdlicos, como la desintegracién de glucégeno,
grasa y proteina (Davis S. N. Y Granner D. K. 2003). La falta total de insulina
es incompatible con la vida (Arias P. 2003).

La insulina estimula la utilizacion de los hidratos de carbono, desplazando
los transportadores de glucosa hacia la membrana plasmatica, de manera que
puede producirse con mayor facilidad la captacion de glucosa en las células

para el catabolismo 6 para la sintesis de glucogeno (Mathews, 2003).



La glucosa entra en la célula B mediante transporte facilitado, que esta
mediado por GLUT2 (transportador de glucosa), a continuacion, la glucocinasa
lleva a cabo la fosforilacion del aztcar (Davis S. N. Y Granner D. K., 2003).

La participacién de la glucocinasa como el detector de glucosa, se torno
mas solido por la relacién reciente entre mutaciones del gen que codifica para
la glucocinasa y la diabetes del joven de inicio en la madurez (MODY2); una
forma relativamente poco frecuente de diabetes (Davis S. N. Y Granner D. K.,
2003).

La insulina tiene una vida media en plasma de 5 a 6 minutos en sujetos
normales y en pacientes con diabetes mellitus no complicada se desintegra en
higado, rifiones y musculo. (Davis S. N. Y Granner D. K., 2003).

Varias horas después de la ingestion de comida, las concentraciones de
glucosa empiezan a caer, los procesos antes mencionados se invierten; la
secrecion de insulina se hace mas lenta y la secrecion de glucagon aumenta
(Mathews, 2003), pero en la diabetes los niveles de glucosa no decaen y
persisten en la circulacion sanguinea. Cuando hay niveles bajos de insulina en
sangre, se reduce la captacién de glucosa por el musculo, el higado y el tejido
adiposo, asi la glucosa hepética se exporta a la sangre y puede utilizarse por el
cerebro.

Una manera de explicar el porqué el higado produce glucosa en exceso
en el estado de resistencia a insulina caracteristico de la diabetes tipo 2, es que
la insulina bloquea la gluconeogénesis a través de la transcripcion de
fosfoenolpiruvato carboxicinasa. Aunque aun se desconoce el mecanismo
exacto por el cual se logran estas acciones (Davis S. N. Y Granner D. K.,

2003).



1.3 PERSPECTIVA ACTUAL DE LA DIABETES MELLITUS

En México, la prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 en adultos mayores
de 20 afios de edad, aument6 de 6.7% en el afio 1993 a 7.5% en el afio 2000,
y se calcula que podréa tener un alza 12.3% (11.7 millones) para el 2025 (Tabla
1; ENSA 2000).

La poblaciéon mexicana tiene una predisposicion genética al sindrome
metabdlico (obesidad, diabetes e hipertension), a la diabetes mellitus tipo 2 y a
varios tipos de dislipidemias. La ingesta de dietas ricas en grasas Yy
carbohidratos refinados, el consumo de tabaco y de alcohol ademas de un
estilo de vida sedentario en una gran proporciéon de la poblacion mexicana, han
sido identificados como factores ambientales para el desarrollo de algunas
enfermedades crénicas como la hipertension y la diabetes mellitus (ENSA
2000.

1.4 COMPLICACIONES QUE GENERA LA DIABETES MELLITUS

La DM tiene un progreso silencioso, comianmente en un inicio esta
enfermedad es asintomatica y cursa inadvertida. En muchas ocasiones, cuando
al paciente se le diagnostica este padecimiento es porque ya ha aparecido

alguna complicacion debido al aumento de glucosa en sangre.

Casi todas las formas de diabetes se deben a deficiencia y resistencia a
la insulina (Davis S. N. Y Granner D. K., 2003). Esa anormalidad conduce a
alteraciones del metabolismo de carbohidratos, lipidos, cetonas y aminoacidos,

la caracteristica central del sindrome es la hiperglucemia, que trae consigo una



deshidratacion importante y los consecuentes sintomas de polidipsia que a su

vez conduce a la poliuria.

Tabla 1. Tasa de morbilidad de nuevos casos de las enfermedades mas comunes, 2000-

2004.

(Por 100 mil habitantes) 2000 2001 2002 2003 2004

Causa de casos nuevos de enfermedad
Infecciones respiratorias agudas 29 27 28 25 24
427.3| 980.5| 874.3] 948.9| 581.3
Infecciones intestinales por otros organismos y las mal 5203.3| 5283.31 5250.2| 4684.0 4535.5
definidas
Infeccién de vias urinarias 2967.1 3240.5|3276.0, 3154.2| 3228.2
Ulceras, gastritis y duodenitis 1284.1/ 13935 1413.6|1281.7 1365.7
Amebiasis intestinal 1353.4|1237.8/ 11248 972.6/ 792.2
Otitis media aguda 614.6| 643.2| 6939 695.6| 675.3
Hipertension arterial 401.4| 407.8| 4188 478.2| 529.8
Otras helmintiasis 735.2| 646.5| 580.6| 524.4 498.0
Diabetes mellitus (Tipo Il) 287.2| 291.3| 308.6| 365.0/ 384.0
Varicela 377.1| 2355| 2827, 307.0/ 3658
Gingivitis y enfermedad periodontal ND ND ND| 276.0, 350.0
Candidiasis urogenital 302.5| 325.8| 354.8 346.3| 330.9
Asma y estado asmatico 261.0) 275.2| 2746, 289.1| 2895
Intoxicacion por picadura de alacran ND| 221.7, 2317 233.4| 2185
Faringitis y amigdalitis estreptocécicas ND ND ND| 573.9 201.7
NOTA: Con base en el Ultimo afio se consideran los quince principales casos nuevos de
enfermedades.
ND No disponible.
FUENTE: SSA. SUIVE. Direccién General de Epidemiologia. www.dgepi.salud.gob.mx (24 de febrero del
2006).

www.dgepi.salud.gob.mx.

Las complicaciones que esta enfermedad puede provocar en algunos
adultos, es dafio a diversos Organos que conducen a dafio en los o0jos
(retinopatia), sistema nervioso (neuropatia) y rifiones (nefropatia), generando
un incremento en el costo de la atencion médica de esta enfermedad. De igual
manera los sujetos con diabetes mellitus tipo 2, tienen un incremento de 2 a 4

veces el riesgo de morir por enfermedades cardiovasculares (ENSA 2000).



La amplia duracion de la DM esta asociada a complicaciones que llegan a ser
un considerable problema de salud publica. La hiperglucemia es la causa inicial
del dafio a tejidos, asi como determinantes genéticas 6 la susceptibilidad
individual que conducen a dichos dafos. El deterioro de los tejidos por la
hiperglucemia se presenta en subgrupos de tipos especificos de células como:
células endoteliales de retina, células mesaginales del glomérulo renal, en
neuronas y en nervios perifericos.

Se estima que 14% de los diabéticos desarrolla insuficiencia renal

crénica, 10% neuropatia motriz, sensitiva y autonémica, 10% pie diabético (1/3
de los cuales terminard en amputacion) y 2-5% ceguera. En los diabéticos, la
alteracion en el metabolismo de lipidos genera hipertension, aterosclerosis y
dislipidemia, lo cual eleva la incidencia de cardiopatias y vasculopatias
(Hernandez y Olaiz, 2002). De estas ultimas, las enfermedades vasculares
tienen la mayor problematica de morbilidad y mortalidad en pacientes con
diabetes mellitus (Schalkwijk y Stehouwer, 2005).
Los adultos con DM tienen un riesgo de 2 a 4 veces mayor de eventos
cardiovasculares relativos a los que no tienen diabetes (Fox et al., 2004). Las
enfermedades cardiovasculares se presentan arriba del 80% en pacientes
diabéticos y conducen a mortalidad prematura (Winer y Sowers, 2004).

Dentro de las complicaciones de la DM y la que es de interés en este
trabajo es aquella que implica enfermedades vasculares. Dentro de estas
complicaciones se encuentran las enfermedades microvasculares vy
macrovasculares (Davis S. N. Y Granner D. K., 2003). Estas complicaciones

conducen a incapacidad y deterioro en la calidad de vida en pacientes con DM.



La DM en humanos se ha asociado con hiperreactividad del musculo liso
vascular, y muchos reportes lo han atribuido a un sin fin de posibles causas,
como es el caso Agrawal, que menciona que el aumento en la respuesta
contractil en arterias de ratas diabéticas puede ser por una mayor actividad de
los canales de calcio en células de musculo liso vascular (Agrawal y McNeill,
1987), de otra forma, puede deberse a una alteracion de la distribucion del Ca*?
subcelular, o por un aumento de anidn superéxido ‘O, (Fleischhacker et al.,
1999), aunque estas alteraciones también pueden estar asociadas a la gran
producciéon de factores angiogenicos y citocininas por parte del higado y que
conducen al desarrollo de ateroesclerosis, pues en higado de pacientes
diabéticos se han encontrado genes sobre regulados que codifican para
factores angiogenicos, endotelina, citocininas y factores de crecimiento
derivados de plaquetas, asi como proteinas morfogenicas de hueso (Takamura
et al.,, 2004). De otra manera también se han atribuido alteraciones en la
funcién endotelial, cuando este carece de la capacidad para liberar agentes
vasodilatadores (Schalkwijk y Stehouwer, 2005).

También se ha publicado que la funcion alterada del musculo liso
vascular, es debida a la reduccion en el efecto contractil debido a la liberacion
de prostaglandinas vasoconstrictoras derivadas de células endoteliales

(Carvalho Leone y Coelho, 2004).

La secuelas de la hiperglicemia crénica durante la diabetes de todos lo
fenotipos son divididos dentro de dos complicaciones, Microvasculares y
Macrovasculares. (Hammes, 2003)

COMPLICACIONES MACROVASCULARES:

Aterosclerosis Coronaria acelerada



Aterosclerosis cerebrovascular acelerada

Enfermedad vascular de extremidades inferiores acelerada
COMPLICACIONES MICROVASCULARES

Retinopatia

Nefropatia

Neuropatia

1.5 ALTERACIONES EN LOS VASOS SANGUINEOS DURANTE LA
DIABETES MELLITUS

Las enfermedades cardiovasculares representan el 50% de las causas
de muerte en adultos mayores en sociedades de todo el mundo y la mayoria
son atribuibles al dafio endotelial. Por ello, el conocimiento de la anatomia de la
pared vascular es esencial para comprender la fisiopatologia de la
aterosclerosis, el vasoespasmo, la hipertension arterial y pulmonar, el shock
séptico, las enfermedades autoinmunes, el crecimiento tumoral, todas las
complicaciones durante la diabetes mellitus, etc. (Arias P. 2003).

La anatomia basica de los vasos sanguineos esta compuesta por tres
constituyentes basicos: tejido conjuntivo, musculo liso y endotelio.

La capa mas externa de los vasos (tejido conjuntivo), es la adventicia
gue esta formada por una red laxa de haces de colagena, fibras elasticas,
células lisas y fibroblastos. (Harrison; 2001). La tunica media (musculo liso)
consta de las células musculares lisas dispuestas en una sola capa (arterias
musculares pequefas) 6 en multiples capas (arterias elasticas). La tunica esta
rodeada en el lado luminar por la lamina elastica interna y externamente, por
una capa menos continua de tejido elastico, la lamina elastica externa

(Harrison; 2001). Algunos vasos de gran diametro como la aorta contienen



cantidades relativamente grandes de tejido elastico (Figura 1; Ganong, W. F.;

2000).

NERVA VASORUM

VASA VASORLM

- ADVENTICIA

LAMINA ELASTICAEXTERNA

TUNICA MEDIA

“NDOTELIO DE LA
INTIMA

LUZ

Figura 1. Estructura de los vasos sanguineos.

La superficie luminal (endotelio) de los vasos sanguineos esta
constituida por una capa continua de células endoteliales. El endotelio tapiza
todos los vasos del organismo y es la estructura mas importante para la
comunicacion entre el flujo sanguineo y la pared vascular (Lermori R.H 2003).
El endotelio intacto es una de las condiciones mas importantes para modular la
vasoconstriccion que se presenta en sindromes isquémicos agudos;
probablemente la mayoria de las enfermedades cardiovasculares refleja un

cierto grado de disfuncion endotelial (Lermori R.H 2003; Schalkwijk, 2005).

1.6 EL ENDOTELIO COMO REGULADOR DEL TONO VASCULAR
En los ultimos 20 afios las investigaciones realizadas evidencian que el

endotelio vascular no es s6lo una barrera entre los compartimentos



intravascular e intersticial. De hecho, el endotelio vascular es un O6rgano
responsable de la regulacibn de procesos hemodinamicos, metabdlicos,
sintéticos, inflamatorios, antitrombogénicos, protrombogénicos y de
remodelado vascular (Goligorsky et al., 2001).

En el pasado, se consideré al endotelio como una simple monocapa de
células cuya funcion era evitar el desgaste del musculo liso vascular debido a la
friccion originada por cambios en el flujo sanguineo. En la actualidad, el
endotelio vascular se define como un sistema dindmico que puede influir
profundamente en la fisiologia del musculo liso vascular y en la fluidez de la
sangre. La influencia del endotelio en el control de la circulaciébn se hizo
evidente cuando se descubri6 su capacidad de producir substancias
vasoactivas y con efectos sobre plaquetas y otros elementos formes de la
sangre (Furchgott, 1983; Gryglewski et al., 1988).

La primera observacion fue la reportada por Furchgott en 1980, quien
encontré que la respuesta a acetilcolina (ACh) de anillos aislados de aorta
toracica de conejo era diferente en presencia y en ausencia de endotelio. El
observo relajacion a la ACh, dependiente de la concentracion, en arterias con
endotelio y respuesta nula en ausencia de endotelio. Esto di6 origen a la
hipétesis de que el endotelio liberaba una sustancia responsable de la
relajacion inducida por ACh a la cual llamaron Factor Relajante Derivado del
Endotelio (Furchgott et al., 1980).

Observaciones posteriores demostraron que ademas de la Ach, el tono
vascular es susceptible de ser modificado por una gran variedad de sustancias

enddgenas que producen relajacion Unicamente en presencia del endotelio, a



estas sustancias se les denomino “vasodilatadores dependientes del endotelio”
(Furchgott et al., 1984).

La identidad del factor relajante derivado del endotelio se demostr6 al
encontrar que la relajacion presentada por tiras de aorta de conejo era
dependiente de la cantidad de 6xido nitrico presente en los sobrenadantes de
los cultivos celulares. Ademas, se observd que las acciones biolégicas del
factor relajante derivado del endotelio descrito por Furchgott no eran diferentes
de las producidas por el oxido nitrico (Ignarro et al., 1987; Moncada et al.,
1988).

De manera adicional, el endotelio vascular tiene un papel fisiol6gico
importante en el control local de la circulacion, mediante la produccién de
factores relajantes (Oxido nitrico, factor hiperpolarizante derivado del endotelio
y prostaglandina I,) y factores contractiles (endotelinas, angiotensina Il, aniones
superoxido, tromboxano A, prostaglandina H, y otros metabolitos del acido
araquidonico; Luscher et al.,, 1991; 1993). Estos mediadores quimicos se
liberan por las células endoteliales en condiciones basales o cuando se
estimulan por factores fisicos y sustancias vasoactivas (Moncada et al., 1991;
Lischer et al.,, 1993) tales como noradrenalina (liberada de las terminales
nerviosas) o serotonina (liberada por las plaquetas) en estados fisiol6gicos o
patoldgicos (Dohi et al., 1996).

Adicionalmente, el endotelio ejerce una influencia reguladora profunda
sobre la arquitectura vascular y las interacciones de la pared vascular con las
células sanguineas, ya que algunos de los factores endoteliales mencionados

cuentan con actividad antiproliferativa y trombolitica. Por otro lado, el endotelio



vascular puede sufrir disfuncion, insuficiencia y dafio. A estas alteraciones se

les conoce como sindrome de disfuncion endotelial (Goligorsky et al., 2001).

) PARTICIPACION DEL OXIDO NIiTRICO EN EL TONO VASCULAR.
a) BIOSINTESIS DEL OXIDO NITRICO.

El 6xido nitrico se sintetiza por una de las dos vias descritas hasta la
fecha para el aminoacido L-arginina, a través de un grupo de enzimas
conocidas como sintasas de oxido nitrico (NOS). Este grupo esta integrado por
tres isoformas; la endotelial (eNOS o NOS llI), la inducible (iNOS o NOS Il) y la
neuronal (nNOS o NOS ). Estas enzimas catalizan la oxidacién sucesiva de
alguno de los dos residuos amino guanidino de la L-arginina para formar dos
intermediarios inestables, la N®-hidroxi-L-arginina y posteriormente la N®-oxo-
L-arginina de mayor estado de oxidacion. De esta Ultima se libera 6xido nitrico
y L-citrulina, por un reacomodo intramolecular (Moncada et al., 1989; Figura 2,

Jonhs et al., 1997).

b) SINTASA DE OXIDO NIiTRICO ENDOTELIAL.

En condiciones fisioldgicas normales, la eNOS es la Unica isoforma
expresada en las células endoteliales. Esta enzima se localiza de manera
constitutiva en la cara interna de la membrana celular, su activacion es
dependiente de calcio-calmodulina y es la responsable de producir 6xido nitrico
de manera basal y como respuesta compensatoria a estimulos

vasoconstrictores (Wang et al., 1995).

c) GUANILATO CICLASA'Y GMPc.



Después de su sintesis, la primera funcion biolégica del éxido nitrico es
la activacion de la guanilato ciclasa soluble para incrementar el contenido de
GMPc en varios tejidos, incluyendo el musculo liso vascular y el cerebro
(Holzmann, 1982; Rapoport y Murad, 1983). La activacion se realiza por la
union del oxido nitrico al grupo hemo de la guanilato ciclasa soluble, que
provoca un movimiento del grupo hemo de la proteina y un cambio
conformacional que incrementa su actividad catalitica (Schmidt et al., 1993). El
GMPc es un segundo mensajero a través del cual se llevan a cabo muchas de
las funciones del 6xido nitrico, como la relajacion de los vasos sanguineos,
inhibicion de la agregacién plaquetaria y la proliferaciéon de las células del
musculo liso vascular (Moncada et al., 1991). Se conocen dos isoformas de la
guanilato ciclasa, la particulada (unida a la membrana) y la soluble (citosolica).
La soluble es activada por el 6xido nitrico, mientras que la particulada sélo se

activa por péptidos atrial-natriuréticos (Jonhs, 1997).

d) LIBERACION DE OXIDO NITRICO.

La estimulacién de receptores endoteliales por neurotransmisores 6
cotransmisores (noradrenalina, acetilcolina, substancia P y ATP), por
autacoides (adenosina, trombina, bradicinina, angiotensina I, histamina,
serotonina y endotelina) 6 por hormonas (insulina, oxitocina, vasopresina y
estrogenos) producen la liberacion de oOxido nitrico (Moncada et al., 1991;
Lischer et al., 1993).

La generacion de oxido nitrico también se incrementa por factores fisicos

como el flujo sanguineo o la contraccion de los vasos sanguineos. De esta



manera el 6xido nitrico tiene una funcién destacada en la regulacion del tono

del muasculo liso vascular y del flujo sanguineo hacia los tejidos.
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Figura 2. Biosintesis del éxido nitrico.



) LAS PROSTAGLANDINAS COMO MODULADORES DEL TONO
VASCULAR.

Casi cualquier tejido del organismo contiene cantidades pequefas a
moderadas de varias sustancias, relacionadas quimicamente, denominadas
prostaglandinas. Estas sustancias tienen efectos intracelulares importantes.
Ademas, algunas se liberan a los liquidos tisulares locales y a la sangre
circulante, tanto en situaciones fisiolégicas como patologicas. Aunque algunas
de las prostaglandinas causan vasoconstriccion, la mayoria de las mas
importantes parecen ser principalmente agentes vasodilatadores, como la

prostaglandina I, (prostaciclina) (Guyton y Hall, 1997).

a) BIOSINTESIS DE PROSTAGLANDINAS.

En los mamiferos, las prostaglandinas son el producto del metabolismo
del acido 5,8,11,14-eicosatetraenoico (acido araquidonico) por una familia de
enzimas que reciben el nombre de ciclooxigenasas (COX), cuya distribucién es
ubicua en el organismo. En la actualidad se conocen dos isoformas de la COX:
la ciclooxigenasa-1 (COX-1) que se encuentra expresada de manera
constitutiva en una gran variedad de tejidos, entre ellos el endotelio y es la
encargada de la produccion basal de prostaglandinas para el mantenimiento de
las funciones biolégicas en las que éstas participan, y la ciclooxigenasa-2
(COX-2), de naturaleza inducible a la que se atribuye la sobreproduccién de
prostaglandinas en condiciones patolégicas como la inflamacién crénica
(Griswold et al., 1996). Ambas isoformas catalizan los primeros dos pasos de la
sintesis de las prostaglandinas que son, la oxidacién del &cido araquidénico

produciendo el hidroperoxi-endoperéxido PGG; y su subsecuente reduccion a



hidroxi-endoperéxido PGH,. La PGH, se transforma por mecanismos
enzimaticos y no enzimaticos en prostanoides primarios (PGE,, PGF,,, PGD,,

PGl, y tromboxano A;) (Vane et al., 1998) (Figura 3, Baudendistel et al., 1997).

La DM puede modificar selectivamente la liberacion de prostaglandinas
desde el musculo liso vascular, conservacion basal de prostanoides
vasodilatadores y abolicién en la produccion de prostanoides vasoconstrictores
estimulados por agonistas adrenérgicos. (Andreia Fernanda Carvalho Leone,
2003). Concluye que la induccién de DM experimental en la rata produce una
reduccion en el efecto contractil a fenilefrina debido a la falta de relajamiento a
un vasoconstrictor prostaglandina del muasculo liso vascular. Las diferentes
discrepancias en los resultaos, se atribuyen al tiempo de exposicion de

hiperglucemia y a la especie de animal y el lecho vascular estudiado.
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Figura 3. Biosintesis de prostaglandinas. Abreviaturas: PG = prostaglandinas (PGD,, PGE,,
PGF,,), PGI, = prostaciclina, TXA = tromboxano. Nomenclatura enzimatica: 1 = sintasa de
PGG/H (ciclooxigenasa), 2 = sintasa de PGG/H (hidroperoxidasa), 3 = sintasa de prostaciclina,
4 = sintasa de tromboxano, 5 = sintasa de PGD (PGH-D isomerasa), 6 = sintasa de PGE (PGH-
E isomerasa), 7 = sintasa de PGF (PGF reductasa). Las lineas punteadas representan
procesos no enzimaticos.



1.7 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

ZHU Bang-Hao 2001 et-al, reportan que las respuestas contractiles a
fenilefrina en aorta de rata diabética cambia con el desarrollo de la diabetes y
ademas la cantidad de calcio intra y extracelular, son responsables de las
alteraciones de la respuesta contractil a fenilefrina en diabetes.

S. Bardal 2006 et-al, reporta que en ratas diabéticas inducidas con
estreptozotocina y tratadas cronicamente con VEGF (factor vascular de
crecimiento endotelial) previene la respuesta vascular que es producida por un
agonista adrenérgico en ratas y normaliza el entorno oxidativo asociado con
esta enfermedad, solo en edades tempranas de DM.

Trabajos previos en nuestro laboratorio, se encuentra que en ratas
diabéticas aumentd el efecto maximo y la sensibilidad a fenilefrina. Los
resultados indican que la DM altera la expresion de los receptores ay,
sugiriendo que el aumento contractil en arterias de ratas diabéticas se debe a
un incremento de los receptores a;p Yy posiblemente ais. En estas
observaciones se descarta la influencia de sustancias vasoactivas liberadas por
el endotelio (PG y NO).

Se ha concluido que la DM en rata Wistar produce un aumento en la
contraccion de la arteria aorta, debido principalmente al aumento de
adrenoreceptores ai;p, aunque no se descarta que el subtipo a;g esté
participando en el aumento de dicha contraccion (Castro Moreno P. 2006)

Fabiano E. Xavier* 2002, encuentra que en ratas con diabetes
experimental de una semana, inducida con estreptozotocina, no hay diferencia
en el efecto maximo (Emax) y en la sensibilidad (pD2) a fenilefrina respecto a

los controles. Sin embargo, a las 4 semanas de diabetes incrementan los



valores anteriores. Al utilizar indometacina en las ratas con 4 semanas de DM,
se reduce tanto el pD2 y el Emax para fenilefrina. Los resultados sugieren que
la DM induce cambios dependientes del tiempo en la reactividad vascular a
fenilefrina. Aunque dicha respuesta no esta relacionada con la reduccion de NO
(hay aumento), pero puede deberse a un incremento en las protaglandinas H2
(PGH2)/tromboxano A2 (TxA2) y/o un aumento en flujo extracelular de Ca™".

Al remover el endotelio se produce un incremento de similar magnitud en
las respuestas a fenilefrina en DM y ratas control, manteniendo el aumento en
la contraccion en las ratas con DM con 4 semanas. El farmaco SQ2948 reduce
el Emax a fenilefrina de las ratas de DM con 4 semanas, pero no las ratas
controles. Se ha sugerido dos mecanismos: endotelial (prostanoides) y
muscular, actdan independientemente para mantener la hiperreactividad a

fenilefrina en vasos diabéticos. (Fabiano E. Xavier* 2002)

1.8 JUSTIFICACION

La DM esté asociada con complicaciones que llegan a ser un problema
grave de salud publica de magnitud considerable.

Las alteraciones en la funcién vascular tanto del musculo liso, como en
el endotelio han sido implicadas en el desarrollo de las complicaciones
vasculares y la disfuncion circulatoria durante la DM.

Se conocen trabajos donde mencionan que existe asociacion a las
posibles causas de dichas alteraciones (ZHU Bang-Hao et-al 2001), sin
embargo, poco es el conocimiento acerca de los dafios que sufren los vasos y
los mecanismos intracelulares que contribuyen a alterar la sensibilidad de ellos

durante la DM.



Por consiguiente, en este trabajo se determiné la funcionalidad endotelial
inhibiendo oxido nitrico sintasa y con ello ver el papel del NO y de las
prostaglandinas, para evaluar el dafio a nivel vascular durante esta
enfermedad.

Las razones para explicar las diferencias obtenidas en los resultados no
son claras, dependen de las condiciones: tipo de arteria, tipo de agonista
método usado para los estudios vasculares, en la duracion de DM. Fabiano E.

Xavier* 2002

1.9 HIPOTESIS

* La funcion vascular durante la DM en rata wistar esta alterada, y hay
mayor contraccion dependiente de la concentracion.

* Por consiguiente, en este trabajo se determind la funcionalidad del
endotelio a diferentes tiempos de DM, para con ello evaluar el dafio producido

por el tiempo de exposicion a la hiperglucemia durante la diabetes mellitus.

1.10 OBJETIVOS
1.11 OBJETIVO GENERAL
* Evaluar la participacion del éxido nitrico y las prostaglandinas en la

aorta toracica en ratas diabéticas y no diabéticas



1.12 OBJETIVOS PARTICULARES

*Reproducir el modelo de diabetes experimental en la rata.

*Determinar el efecto del L-NAME sobre la contraccion inducida por fenilefrina
en aorta con y sin endotelio, de ratas controles y diabéticas.

*Determinar el efecto de la indometacina sobre contraccién inducida por

fenilefrina en aorta, con y sin endotelio, de ratas controles y diabéticas.

CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1 DESARROLLO DE LOS MODELOS EXPERIMENTALES DE DIABETES
MELLITUS

Se utilizaron ratas Wistar macho de 6 semanas de edad. Se tomoO un
grupo de 10 ratas como grupo control y otro grupo igual para inducir la diabetes
de forma experimental. Para la induccibn de la DM se inyectd via
intraperitoneal una sola dosis de estreptozotocina 55 mg/kg (Sigma, S.A), asi
mismo, las ratas controles se les administr6 solamente el vehiculo al mismo
volumen y concentracion.

Después de 24 horas y hasta el sacrificio del animal, se midi6 la
concentracion de glucosa en sangre con un glucémetro y tiras reactivas. Solo

las ratas con glucosa sanguinea >200 mg/dl se consideraron como diabéticas.

2.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL



En ambos grupos de ratas diabéticas y sanas como control, se
realizaron curvas concentracion-respuesta al agonista al fenilefrina (1x107°-
1x10“%°M) para ver la contraccién dependiente de la concentracién en los

tejidos estudiados.

2.3 REACTIVOS
Reactivos adquiridos en Sigma-Aldrich: Fenilefrina, rauwolscina,
Propanolol, Carbacol. Todos los reactivos se disuelven en agua destilada.

Estreptozotozina este se disuelve en agua desionizada.

2.4 PREPARACION DEL TEJIDO

Las ratas se sacrifican en una atmésfera de COz, después se procede a
aislar los vasos en estudio. Mediante una incision abdominal se extrae arteria
aorta toracica, se limpia de tejido conectivo y grasa. Después se corta en
anillos de aproximadamente 3-5 mm de longitud, inmediatamente se remueve
el endotelio con un dispositivo metéalico rugoso frotando la cara luminal, esto
con la finalidad de ver una respuesta del musculo liso vascular sin que
intervengan factores relajantes provenientes del endotelio. Mientras otro

namero igual de anillos no se les remueve el endotelio.

2.5 CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA A FENILEFRINA
Los anillos de arteria aorta toracica aislados, se sujetan en ganchos de
nikrom y se montan en camaras para tejido aislado la cual debe de tener las

condiciones adecuadas de temperatura 37° C y burbujeo constante de



carbdgeno: (95% de O, y 5% de CO;) , con 10 ml de solucién Krebs con una
composicion en (mM): NaCl, 11.1; KCI, 4.7; CaCl, 2.5; MgS04, 1.2: KH2PO4,
1.2; NaHCO3, 25; EDTA, 0.026 y glucosa 11.1; con un pH de 7.4 (lbarra et al.,
2000).

Cada anillo de arteria se sujeta por un extremo a la base de la camara
con el gancho de nikrom y por el otro lado a un trasductor de tension (FT03
Grass force displacement transducer; Astro-Med,Inc. West Wawick,RI
USA),(RILEUA), el cual a su vez se acopla a un sistema de adquisicion de datos
(MP100; Biopac systems Inc. Santa Barbara (CA,EUA). Esto se realiza para
registrar cambios en la tensidén isométrica que produzca el musculo liso arterial.

Ya montados los anillos se les da una tensién inicial de 3 g para la
arteria aorta. Después se hace la sensibilizacion del tejido 3 veces a intervalos
de 30 minutos con una concentracion submaxima de fenilefrina (1x10-7M) para
arteria aorta. Esto permite que la arteria se contraiga y se estabilice la
respuesta al estimulo exdégeno. En la ultima sensibilizacion se probd la
presencia de endotelio, al observar la repuesta relajante del tejido cuando se
expone a una solucion de carbacol (1x10-6M) (Furchgott y Zawadzki, 1980).

Posterior a la sensibilzacion del tejido se da un lapso de 30 minutos para
que el tejido se reestablezca; durante este tiempo se hacen lavados cada 15
minutos con solucién krebs, seguido de una incubacién de otros 30 minutos
con los bloqueadores (para receptores a, y B adrenérgico) Rauwolscina (1x10-
6M), y Propranolol (1x10-6M) respectivamente, obteniéndose asi una curva
control (habiendo liberacion normal de NO y prostaglandinas).

Posteriormente se prepara nuevamente el tejido, haciendo dos lavados

con solucion Krebs en media hora y se corre una segunda curva, ahora



incubando nuevamente durante media hora los bloqueadores (a2 adrenérgico)
Rauwolscina (1x10-6M) y (B adrenérgico) Propranolol (1x10-6M), ademas de
manera alternada L-NAME (1x10-4 M) para un anillo con y otro sin endotelio, al
igual que para indometacina (1x10-5 M). El propdsito de esta curva es observar

las variantes buscadas.

CAPITULO 3

RESULTADOS

Al inicio de cada experimento, a la rata se le midi6 la glucosa sanguinea

con ayuda de un glucometro y tiras reactivas, obteniéndose los siguientes

valores:

3.1 REGISTRO DE LA GLUCOSA SANGUINEA Y PESO

Glucosa sanguinea  Peso

(mg/dl) 9
Controles
7semanas 81.4+6 237.7+21.6
18 semanas 95.6 + 10 386.4 + 25
Diabéticas
7 semanas 420.5+ 30 229.8 + 18.5
18 semanas 526 + 27 2215+ 20

Tabla 1. Registros de glucosa y peso de los animales controles y diabéticos de 7 y 18 semanas de edad.

Se observa que conforme aumenta el tiempo de la enfermedad, los

animales manifiestan pérdida de peso.



3.2 CURVA DOSIS RESPUESTA A FENILEFRINA EN ARTERIA AORTA

Primera edad segunda edad
47 @® Control C/E i
O Control S/IE
3 - v Diabética C/E i
A Diabética S/IE

Contraccién (g)
N
1
1

Fenilefrina Log [M]

Figura 1. Curva concentracion-respuesta control a la fenilefrina (agonista o-1 adrenérgico) en aorta
toracica con endotelio C/E y sin endotelio S/E, de ratas macho WISTAR controles y diabéticas de ambas
edades jovenes (izquierda 7 semanas) y adultas (derecha 18 semanas);. Cada punto representa el
promedio + e.e. de 4-6 experimentos.

(Control de 7 semanas de edad): Se realiza una curva dosis respuesta a
fenilefrina y se halla una contraccion dependiente de la concentracion. En las
curvas de las ratas control, se presenta mayor sensibilidad a fenilefrina, y es
que empiezan a contraer desde la concentracién -9 M, mientras que las
diabéticas necesitan mas concentracion para comenzar a responder.
Nuevamente el endotelio estd amortiguando la contraccion que produce el
agonista adrenérgico, siendo que las arterias sin endotelio disparan su
respuesta hacia la izquierda de sus respectivas con endotelio. En las arterias

con endotelio, las diabéticas tienen menor respuesta y la grafica se ve



desplazada hacia la derecha respecto a la con endotelio sana. En las arterias
sin endotelio tienen el mismo comportamiento, la curva de las arterias
diabéticas esta desplazada a la derecha respecto a la sana sin endotelio. En
esta ultima, el efecto maximo es casi similar, aunque la diabética requiere de

mas concentracién para empezar a responder.

(Control de 4.5 meses de edad): En la gréfica se aprecia que fenilefrina
produce una contraccion dependiente de la concentracion, osea que conforme
aumenta la concentracion del agonista, también aumenta la respuesta de las
arterias. El tejido empieza a responder desde la concentracion -9 M, pero la
respuesta se hace evidente hasta la concentracion -8 M. Se observa que tanto
en las graficas de las ratas sanas como en las diabéticas, hay diferencia debido
a la participacion del endotelio, habiendo mayor respuesta en las arterias sin
endotelio. Haciendo la comparacién entre arterias con endotelio, las diabéticas
tienen mas sensibilidad a fenilefrina y por lo tanto tienen una contraccion
notoria. EI mismo fenémeno ocurre en las arterias sin endotelio, la respuesta a
fenilefrina se dispara hacia la izquierda de las diabéticas. La respuesta de las
arterias con endotelio diabéticas asemejan la curva en algunos puntos, pero la

sana alcanza mayor respuesta.
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Figura 2. Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en aorta toracica (con y sin endotelio), en
ausencia y en presencia de L-NAME, provenientes de ratas controles (izquierda) y con diabetes mellitus
DM (derecha) de 7 semanas de edad. Cada punto representa el promedio + e.e. de 4-6 experimentos.

(Control) Se observa que la fenilefrina produce una contraccion dependiente
de la concentracion. Al administrar la concentracion -9 M hay un aumento en la
respuesta de las arterias en ambas curvas. Durante la curva control (primera)
se hace evidente que el endotelio esta contribuyendo a la regulacién del tono
vascular, siendo que las arterias sin endotelio contraen mas que las que si
tienen endotelio. Al incubar L-NAME, hay un desplazamiento hacia la izquierda
y semejante de ambas curvas, lo cual imita a la curva control sin endotelio.

(Diabética) Se efectla una curva dosis respuesta a fenilefrina y existe una
contraccion dependiente de la concentracion. La contraccion empieza a ser
evidente desde la concentracion -8.5. La curva control nos muestra que hay

una diferencia significativa en la modulacién del tono vascular ya que la curva



sin endotelio contrae mas que la curva de anillos con endotelio. Al incubar L-
NAME, hay un desplazamiento de ambas curvas a la izquierda respecto a sus
controles. Los anillos de arteria con endotelio incubados con L-NAME, no

llegan a imitar a la curva control sin endotelio.
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FIGURA 3. Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en aorta toracica (con y sin endotelio), en
ausencia y en presencia de indometacina, provenientes de ratas controles (izquierda) y con diabetes
mellitus DM (derecha) de 7 semanas de edad. Cada punto representa el promedio + e.e. de 4-6
experimentos.

En esta grafica (control) se observa que los anillos con y sin endotelio se
contraen en una manera dependiente de la concentracion de fenilefrina. Las
arterias empiezan a contraer desde que se administra la concentracién 1x10”
M. En la primer curva (control) se observa que el endotelio juega un papel
importante en la contraccién, ya que las arterias sin endotelio contraen mas
que las que si tienen endotelio. Durante la segunda curva se incuba
indometacina (inhibiendo a las ciclooxigenasas), y en ambas curvas hay un

desplazamiento hacia la derecha respecto a sus controles.



(Diabética)La administracion de fenilefrina produce una contraccion
dependiente de la concentracion. Las arterias empiezan a contraer, a diferencia
de las controles, con la concentracion de -8.5 M. La curva control nos muestra
gue el endotelio amortigua la contraccién inducida por fenilefrina, y se ve
claramente que las arterias sin endotelio contraen mas que las arterias que si
tienen endotelio. Al incubar indometacina (inhibidor de las ciclooxigenasas) hay
un desplazamiento hacia derecha respecto en a los controles. La curva sin

endotelio incubada con indometacina se desplaza notoriamente hacia la
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Figura 4. Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en aorta toracica (con y sin endotelio), en
ausencia y en presencia de L-NAME, provenientes de ratas controles (izquierda) y con diabetes mellitus
DM (derecha) de 4.5 meses de edad. Cada punto representa el promedio + e.e. de 4-6 experimentos

(Control): Se observa que la fenilefrina produce una contraccién dependiente
de la concentracion, la contracciébn empieza a ser evidente a la concentracion -
8 M. En la primera curva se distingue la mediacion del endotelio en la

modulacién endotelial, teniendo mayor contraccion los anillos de arteria sin



endotelio. Para la consecutiva curva, se incuba L-NAME y se observa un ligero
desplazamiento a la izquerda de los referentes controles, aunque se ve que
tienen mayor sensibilidad, porque logran contraer mas y hacen meseta. Los
anillos de arteria con endotelio incubados con L-NAME, no llegan a imitar a la
curva control sin endotelio.

(Diabética): Se observa en todas las curvas que la fenilefrina produce una
contraccion dependiente de la concentracion. El endotelio esta modulando la
contracciéon y se observa méas contraccién en los anillos de arteria sin endotelio.
Al incubar L-NAME, hay un desplazamiento hacia la izquierda y semejante de

ambas curvas, lo cual imita a la curva control sin endotelio.

Control DM

4 @® Control C/E T
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FIGURA 5. Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en aorta toracica (con y sin endotelio), en
ausencia y en presencia de indometacina, provenientes de ratas controles (izquierda) y con diabetes
mellitus DM (derecha) de 4.5 meses de edad. Cada punto representa el promedio + e.e. de 4-6
experimentos.



(control): Se realiza una curva dosis respuesta a fenilefrina y se muestra una
respuesta creciente dependiente de la concentracion. En ambas curvas (control
y con inhibidores) se hace notoria la intervencién del endotelio en la
modulaciéon de la contraccion vascular, habiendo mayor contraccion en los
anillos de arteria que no tienen endotelio, respecto a la curva control de anillos
de arteria con endotelio. Al incubar el inhibidor de las ciclooxigenasas
(indometacina), existe un desplazamiento, despreciable, hacia la derecha de

sus respectivos controles.

(Diabética): En esta grafica se observa que los anillos con y sin endotelio se
contraen dependiendo de la concentracién de fenilefrina, y esta contraccion
principia a la concentracion de -8 M. Los anillos de arteria sin endotelio tienen
mayor contraccion dependiente de fenilefrina, que los anillos con endotelio. En
la segunda curva se incuba indometacina con la finalidad de bloquear a las
ciclooxigenasas. En ambas curvas se observa un desplazamiento a la derecha
de sus controles. La curva incubada con indometacina con endotelio, imita el

efecto maximo producido a la curva incubada con indometacina sin endotelio.
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Figura 6. Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en aorta toracica (con y sin endotelio), todas en
presencia de L-NAME, provenientes de ratas controles y diabéticas, ambas de diferentes edades; de 7
semanas de edad (izquierda) y 18 semanas de edad (derecha) Cada punto representa el promedio + e.e. de
4-6 experimentos.

(L-NAME de 7 semanas de edad): En el grafico se muestra que fenilefrina
produce contraccion y esta depende de su concentracion. Las curvas de las
ratas sanas (con y sin endotelio) tratadas con L-NAME son muy parecidas y no
hay diferencia significativa. Las curvas de las ratas diabéticas (con y sin
endotelio) muestran una diferencia significativa, la curva que no tienen
endotelio se mueve hacia la izquierda pero no llega a tener el mismo efecto
maximo que las curvas de las ratas sanas. Hay una diferencia importante: las
curvas de arteria con endotelio (diabéticas y sanas) tienen una diferencia
significativa; las arterias de rata diabética muestran menor sensibilidad a

fenilefrina.



(L-NAME de 4.5 meses de edad): En el experimento se observa una
respuesta creciente dependiente de la concentracion de fenilefrina. Se observa
gue tanto en las graficas de las ratas sanas como en las diabéticas, hay
diferencia debido a la participacion del endotelio, habiendo mayor contraccién
en las arterias sin endotelio. En la curva de las arterias con endotelio de ratas
diabéticas hay mayor sensibilidad a fenilefrina respecto a la rata sana. El
mismo fendmeno ocurre en los anillos de arteria sin endotelio, las arterias de
rata diabética muestran mas sensibilidad a fenilefrina. Hay una diferencia en el
efecto maximo, las dos curvas de ratas diabéticas y la arteria sin endotelio de
rata sana tienen un efecto similar en el efecto méximo; la arteria de rata sana

con endotelio tiene menor efecto maximo.
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Figura 7. Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en aorta toracica (con y sin endotelio), todas en
presencia de indometacina, provenientes de ratas controles y diabéticas, ambas de diferentes edades; de 7
semanas de edad (izquierda) y 18 semanas de edad (derecha) Cada punto representa el promedio + e.e. de

4-6 experimentos.



(indometacina de 7 semanas de edad): En esta grafica se observa que los
anillos con y sin endotelio se contraen dependiendo de la concentracion de
fenilefrina. Los anillos de arteria sin endotelio (diabéticas y sanas) tienen mayor
contraccion respecto a los anillos con endotelio, y esta grafica se encuentra a la
izquierda de sus respectivas. La influencia de la diabetes en las arterias con
endotelio, respecto a la sana, hay menor contraccion y la grafica esta
desplazada paralelamente a la derecha. En las arterias sin endotelio, la
diabetes hace el mismo fenémeno, hay menor contraccién y la curva esta

desplazada a la derecha.

(indometacina de 4.5 meses de edad): La contraccion de fenilefrina empieza
a ser evidente a la concentracion -8 M y todas alcanza un efecto maximo
diferente. Las gréficas de arteria con endotelio tienen menor sensibilidad a
fenilefrina y se nota como las arterias sin endotelio estan a la izquierda
respecto a las que tienen endotelio. La participacion del endotelio es evidente
haciendo la comparacion en las ratas sanas, se ve como la curva sin endotelio
esta muy a la izquierda respecto a la que tiene endotelio. EI mismo fendmeno
ocurre en los gréaficos de las arterias de rata diabética. La influencia de la
diabetes es notoria y, en las curvas de anillos con endotelio (diabéticas y
sanas) las diabéticas contraen mas. Lo contrario sucede en arterias sin

endotelio: las arterias de rata diabética contraen menos que la rata sana.



CAPITULO 4

DISCUSION

En humanos, la disfuncion endotelial estd asociada con el desarrollo de
retinopatia diabética, nefropatia y aterosclerosis en ambos tipos de diabetes.
La funcion endotelial en diabetes ha sido estudiada a responder diversas
cuestiones: 1) la microalbuminuria esta acompafada con una severa disfuncién
endotelial? 2) la hiperglucemia es suficiente para causar el minimo tipo de
disfuncion endotelial? 3) cual es el significado del descubrimiento de la
resistencia a la insulina asociada con la disfuncién endotelial?. 4) cuales son
los mecanismo que causan la disfunciébn endotelial asociada con la DM?
(CASPER G. schalkwijk and Coen D. A. STEHOUWER. 2005.)

La resistencia a la insulina usualmente precede con el desarrollo de DM2
y a menudo acompafiada de un grupo de factores de riesgo. (CASPER G.
schalkwijk and Coen D. A. STEHOUWER. 2005.). En diabetes, la
hiperglucemia y los componentes del sindrome metabdlico causan disfuncion
endotelial directa 6 indirectamente.
El rol que tiene el endotelio en el control de la function vascular (H.
HURAIRAH, A. FERRO. 2004.). ademas de anormalidades del sistema NO/L-
arginina, se ha demostrado que los niveles de enotelina-1 estan elevados en
pacientes con DM2 no complicada.
La principal finalidad de este trabajo, es mostrar que el endotelio tiene una
contribucién importante en la contraccién vascular estimulada por fenilefrina

(agonista adrenérgico a-1), tanto de ratas controles como diabéticas.



La diabetes mellitus est4 asociada con dafio vascular, y el estudio de estos
cambios en la contraccidon esta atribuido a diferentes factores como: tipo de
arteria en estudio, método usado para los estudios vasculares, tipo de agonista
usado y duracion de la diabetes. (Fabiano E. Xavier 2002).

La disfuncion endotelial es considerada un componente temprano de

disfuncion endotelial (S. Bardal, colaboradores. 2006), y en edades tempranas
de DM, esta disfuncién estd presente; el entorno oxidativo asociado a esta
enfermedad (nitritos, nitratos, anién superoxido) aumenta el riesgo de
retinopatia, neuropatia y aterosclerosis, resultado de wuna exposicion
prolongada a los altos niveles de glucosa sanguinea.
En este estudio, el tratamiento con factor de crecimiento endotelial vascular,
(usados actualmente en el tratamiento de granulocitopenia, sindromes
mielodisplasicos, leucemias, anemia aplasica, translantes de médula 6sea),
indica que el endotelio es capaz de preservar la integridad en edades
tempranas de DM, aunque hay una sobreexpresion de eNOS. (S. Bardal,
colaboradores. 2006).

Se ha observado que a diferentes tiempos de duracion de diabetes
experimental se presentan cambios en la contraccion estimulada por un
agonista adrenérigico. Tales cambios, como lo sefiala ZHU Bang-Hao 2001,
propone que el Ca™ contribuye a la contraccion inducida por fenilefrina.
Conforme la diabetes avanza, a las 6 semanas de DM se observa que las ratas
pierden peso en un 15% comparado con su control.

En las diferentes edades (2 y 6 semanas) estudiadas por ZHU Bang-Hao
2001, se observa que en la DM hay mayor sensibilidad respecto a sus

controles. La grafica 1 nos muestra que a la primera edad (1semana con DM)



la presencia del endotelio se hace evidente, porque la contraccion de los anillos
de arteria sin endotelio es mayor que los anillos con endotelio, ademas los
anillos de arteria de rata diabética contraen menos que su control, esto nos
sugiere que en edades tempranas de diabetes, hay mayor produccion de un
factor relajante (NO) y por eso vemos mayor relajacion respecto a su control(_¢,
).

En la segunda edad (18 semanas) se sigue observando que las arterias sin
endotelio contraen mas comparadas con las arterias con endotelio. Al contrario
de lo que sucede en la primera edad, las ratas diabéticas (con y sin endotelio)
presentan mayor contraccion que los controles respectivos. ZHU Bang-Hao
2001 encuentra que a las 6 semanas de DM, hay una diferencia en el Emax,
las ratas diabéticas presentan mayor contraccion en un 40% respecto a su
control.

Partiendo de las diferencias en la contraccion, se realiza una segunda
curva en anillos de arteria con y sin endotelio a fenilefrina para evaluar cuales
son los mecanismos vasorelajantes que estdn actuando en la contraccién
(6xido nitrico principalmente); para esto se inhibe la sintasa de éxido nitrico
utilizando L-NAME en anillos con y sin endotelio.

Ademas también se evalla la participacion de sustancias contractiles
(prostanoides) empleando indometacina para inhibir a las ciclooxigenasas
(COX1y COX2) en anillos de arteria con y sin endotelio.

La microalbuninuria es un factor de riesgo para la progresién de una
enfermedad renal en DM1, enfermedad cardiovascular y su presencia es un
signo inicial de nefropatia diabética y de aterotrombosis. (CASPER G.

schalkwijk and Coen D. A. STEHOUWER. 2005). Diversos estudios sugieren



que es un factor de riesgo importante para enfermedad cardiovascular y define
un grupo de alto riesgo de mortalidad cardiovascular temprana tanto en DM2
como en la hipertensién arterial. (Shalkwijk et-al 2005). Se sefiala demas que si
fla microalbuminuria esta presente, es indicacionj de una permeabilidad
incrementada de las células endoteliales e implica la presencia de cierto nivel
de lesion de modo que estd comprometida la respesta vascular, al igual que los

componentes del sindrome metabdlico pueden dafiar la funcion endotelial.

CAPITULO 5
CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y

BIBLIOGRAFIA

5.1 CONCLUSIONES

La DM produce alteraciones en la liberacion de factores endoteliales y
estos contribuyen a la disfuncion endotelial reportada en esta patologia. La
disfuncion endotelial es dependiente del tiempo de duracion de la DM,

aumentado la sensibilidad a fenilefrina.

5.2 PERSPECTIVAS
Queda como perspectiva de trabajo elucidar cuéles son las isoformas de

COX y su mecanismo de accién sobre la contraccion de las arterias.
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