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RESUMEN

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad cronico-degenerativa que
durante su curso genera dafios a diversos oOrganos. Esta enfermedad se
caracteriza por la alta concentracion de glucosa en sangre, desencadenando
alteraciones en los vasos sanguineos. Se cree que estas alteraciones se
relacionan con los cambios en la funcién endotelial, ocasionando un déficit en la
liberacion de sustancias vasodilatadoras y un aumento en la liberacién de
sustancias vasoconstrictoras. En este trabajo se pretende estudiar la liberacion del
oxido nitrico (NO) y de las prostaglandinas (PGs) durante la DM, mediante su
induccion en forma quimica con estreptozotocina. La hipotesis es que durante la
DM ocurre una modificacion en la liberaciéon de agentes vasoactivos como el NO y
PGs.

Materiales y Métodos: Se utilizaron ratas Wistar macho de 6 semanas de
edad, de las cuales se hicieron 2 grupos. El primer grupo es el grupo control al
cual solo se le trato con un vehiculo. Al segundo grupo se le indujo DM mediante
la administracion de estreptozotocina a razon de 55mg/Kg via intraperitoneal.
24hrs después de la induccion se midio la glucosa en sangre y solo las ratas que
mostraban una concentracion >200mg/dL se consideraban como diabéticas. La
glucosa era evaluada periddicamente. Se tomaron anillos de los dos grupos de
ratas y se colocaron en camaras para Organo aislado. Se realiz6 una curva
concentracion-respuesta a Fenilefrina, en ausencia y presencia de Indometacina
(un inhibidor de la sintesis de Prostaglandinas) y L-NAME (inhibidor de la sintesis
de NO), ademas de bloqueadores de receptores a y B.

Resultados y Discusion: La fenilefrina produjo en todos los casos una
contraccion dependiente de su concentracion, asi como también la remocion del
endotelio desplazo las curvas a la izquierda. La incubacion con L-NAME imita la
remocion endotelial tanto en las ratas diabéticas como en las control. La
incubacion con indometacina disminuy6 el efecto contractil de la fenilefrina tanto
en ratas diabéticas como en las control. Los vasos de las ratas diabéticas
mostraron un deterioro importante en la respuesta contractil.

Conclusion: La DM altera la liberacion de factores endoteliales,
contribuyendo a la disfuncién endotelial. Los dafios ocasionados por la disfuncién
endotelial parecieran ser dependientes del tiempo de duracion de la DM.
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1.- INTRODUCCION

1.1 DIABETES MELLITUS

a. DEFINICION

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad cronico-degenerativa que
presenta desordenes en el metabolismo de carbohidratos, de lipidos y de
proteinas, se caracteriza principalmente por la alta concentracion de glucosa en
sangre (hiperglucemia) y por un aumento del riesgo de complicaciones por
enfermedad vascular (Davis y Granner, 2003). En esta enfermedad ademas se
presenta una deficiencia en la secrecion de insulina, en su efecto biolégico o en

ambas.

b. CLASIFICACION
Segun la Organizacion Mundial de la Salud existen tres tipos de Diabetes:
1) Diabetes Mellitus tipo 1, anteriormente llamada Insulino dependiente o
de comienzo juvenil.

Existen dos clases de este tipo de diabetes, la idiopatica (de causa
desconocida) que se presenta en menos del 10% de los casos y la autoinmune
gue se presenta en mas del 90% (Tierney et al., 2006). La diabetes tipo 1 se
presenta mayormente en individuos jovenes, aunque puede aparecer en cualquier
etapa de la vida y se caracteriza por la nula produccion de insulina debida a la
destruccion autoinmune de las células B de los islotes de Langerhans del pancreas

mediadas por las células T. El tratamiento para este tipo de diabetes consiste en
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administracion exogena de insulina, dieta balaceada, actividad fisica, control de
presion arterial y colesterol.

Este tipo de diabetes puede causar diferentes problemas, pero existen tres

complicaciones principales:

1. Hipoglucemia - niveles bajos de glucosa en la sangre; algunas veces se le
llama reaccion a la insulina y ocurre cuando el glucosa en la sangre baja en
exceso.

2. Hiperglucemia - niveles altos de glucosa en la sangre; ocurre cuando los
niveles de glucosa en la sangre son demasiado altos y puede ser una sefal
de que la diabetes no esté bien controlada.

3. Cetoacidosis - coma diabético; es la pérdida del conocimiento debido al
tratamiento incorrecto o diabetes no tratada.

Las personas que tienen de 5 a 10 afios con la enfermedad presentan un ligero

incremento en la presion sanguinea, rigidez en las arterias, aun cuando la

excrecion urinaria de albumina sea normal (Schalkwijk et al., 2005)

2) Diabetes Mellitus tipo 2.

Es un desorden metabdlico que resulta de la incapacidad del cuerpo de
producir suficiente insulina o usarla apropiadamente. Sin la cantidad suficiente de
insulina, el cuerpo no puede llevar a la glucosa dentro de las células. Es una
enfermedad cronica y aun no existe cura. Es el tipo mas comun de diabetes,
corresponde a un 90 a un 95% de los casos de diabetes. Se desconoce la causa
exacta de la diabetes de tipo 2. Sin embargo, pareceria existir un factor genético

gue causa su aparicion, pero por lo general deben existir otros factores como la
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obesidad y sedentarismo, para que la enfermedad se desarrolle. Su tratamiento
depende del curso de la enfermedad y tolerancia a medicamentos, sin embargo la
administracion de insulina no es indispensable para controlar los niveles de

glucosa en sangre.

3) Diabetes Gestacional.

Es aquella que aparece durante el embarazo.

1.2 METABOLISMO DE LA GLUCOSA

En los humanos, la principal fuente de energia para las células proviene de
los carbohidratos, por lo que estos niveles deben permanecer estables en un
rango de 70-100 mg/dl en sangre, esto se logra a través de la interrelacion
coordinada de diversos nutrimentos, hormonas gastrointestinales, hormonas
pancreéticas y neurotransmisores del sistema nervioso autonomo (Davis y
Granner, 2003). La elevacion de la glucosa se produce inmediatamente después
de la ingesta de algun alimento rico en carbohidratos, esto pone en
funcionamiento los mecanismos homeostaticos que promueven la captacién de
glucosa, estimulando la secrecion de insulina y suprimiendo la de glucagon
(Mathews et al., 2003). Asi la insulina toma su papel hipoglucemiante, antilipolitico
y anabodlico proteico, permitiendo controlar la captacion, utilizacion vy
almacenamiento de la glucosa y algunos otros nutrimentos celulares (Davis y

Granner, 2003; Best y Taylor, 2003).

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA U.M.S.N.H.




XOCHITL LETICIA RUIZ PEREZ

La insulina es una hormona secretada por las células B del islote de
Langerhans del pancreas, se encarga de regular los niveles de glucosa en la
sangre y fue descubierta por Banting y Best (Davis y Granner, 2003). La glucosa
es el principal estimulo para la secrecién de insulina y es un factor permisivo
esencial en los efectos de muchos otros secretagogos. No se entiende
completamente el mecanismo por el cual la glucosa estimula la secrecion de
insulina, pero se requiere de su entrada en la células 3 (Matchinsky, 1996).

Los efectos especificos de la insulina consisten en el aumento de la
captacion de la glucosa, activacion de la glucolisis en el higado y el
desplazamiento de transportadores de glucosa hacia la membrana plasmatica
para facilitar la captacién de la glucosa para el catabolismo o para la sintesis de
glucégeno. Cuando las concentraciones de glucosa en sangre empiezan a caer, la
secrecion de insulina se hace mas lenta y la secrecion de glucagon aumenta. Esto
promueve la movilizacion del glucégeno en el higado y se activa la degradacién de

triacilgliceroles en los adipositos, generando acidos grasos (Mathews, 2003).

1.3 METABOLISMO DE LA GLUCOSA DURANTE LA DIABETES
MELLITUS

Durante la DM la glucosa estd presente en cantidades excesivas
(hiperglucemia), esto se debe a que el estimulo hormonal para su utilizacion, es
decir, la insulina; es deficiente (Mathews, 2002).

Las alteraciones en la secrecion de insulina y glucagon originan profundas

acciones sobre el metabolismo de lipidos, de cetonas y de proteinas. A
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concentraciones por debajo de las necesarias para estimular la captacion de
glucosa, la insulina inhibe a la lipasa sensible a la hormona en el tejido adiposo y
asi, bloquea la hidrolisis de triglicéridos almacenados en los adipocitos (Davis y
Granner, 2003).

La insulina disminuye la glucemia al inhibir la produccion de glucosa en el
higado y al estimular la captacion de glucosa y el metabolismo de la misma por
musculo y tejido adiposo (Davis y Granner, 2003). Durante la DM se produce una
deficiencia en la produccion de insulina, lo que provoca un déficit en la captacion
de glucosa y por consiguiente la acumulacion de esta en sangre. El fracaso de la
insulina para actuar normalmente, provoca que las células hepéticas generen mas
glucosa mediante la estimulacion de la gluconeogénesis, esto incrementa aun mas
los niveles de la glucosa sanguinea. Las concentraciones excesivas de glucosa
provoca que los rifilones no sean capaces de reabsorber toda la glucosa que le
llega en el infiltrado de la sangre, y se pierde glucosa en la orina, a veces en

cantidades que se aproximan a los 100g diarios (Mathews, 2002).

1.4 INCIDENCIA EN MEXICO

La poblacion mexicana tiene una especial predisposicion a desarrollar
sindrome metabdlico (obesidad, diabetes e hipertensién), Diabetes Mellitus tipo 2
y a varios tipos de dislipidemias. Esto se debe a una dieta rica en grasa y en
carbohidratos refinados, al consumo de tabaco y de alcohol; ademas de un estilo

de vida sedentario de la gran mayoria de la poblacion mexicana.
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En el afio de 1999, de 443,950 fallecimientos se registraron 45,632 por
Diabetes, precedidos Unicamente por las enfermedades cardiovasculares y los
tumores malignos, es decir, aproximadamente el 10 % de los fallecimientos fueron
ocasionados por la DM.

En el afio 2000, el INEGI reporté que de 435,486 fallecimientos, 46,525
fueron causados por DM, es decir, un porcentaje del 10.7, este dato sugiere que
uno de cada diez mexicanos pierde la vida por causa de la DM, precedido de
enfermedades isquémicas del corazdn, cirrosis y otras enfermedades crénicas del
higado.

En el afio 2003, segun estadisticas de la Secretaria de Salud, en México se
registraron 59,119 fallecimientos a causa de la DM, es decir, del total de muertes
en ese afno el 12,6 % fueron causadas por esta enfermedad.

Como se puede observar los niveles de fallecimientos ocasionados por DM
incrementan cada afo, lo que coloca a esta enfermedad como uno de los
principales problemas de salud publica en la actualidad. Su alta prevalencia la ha
colocado como: la tercera causa de muerte en general, la primera causa de
amputaciones no traumaticas, la primera causa de ceguera, la primera causa de

enfermedades renales y la segunda causa de enfermedades cardiovasculares.
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1.5 SINTOMAS Y COMPLICACIONES

En sus inicios la DM cursa asintomaticamente pero, mas tarde, como
resultado de la alta concentracion de glucosa en sangre comienzan a aparecer
complicaciones y es hasta entonces cuando se diagnostica.

Los primeros sintomas que se presentan son: poliuria (eliminacion excesiva
de orina), debido al efecto diurético osmoético de la glucosa en el tubulo renal,
polidipsia (ingestion excesiva de agua), debido a la deshidratacion ocasionada por
la poliuria, polifagia (ingestion excesiva de alimentos), pérdida de peso y astenia
(falta de energia).

Las complicaciones generadas por la hiperglucemia crénica son: las
neuropatias (dafio a sistema nervioso), las retinopatias (dafio ocular) y las
nefropatias (dafio renal), aunque el principal padecimiento que se presenta son las
enfermedades cardiovasculares.

Ademas, la deficiencia en la secrecién de insulina produce alteraciones en
el metabolismo de los carbohidratos, los lipidos, las cetonas y los aminoacidos.
Las alteracion del metabolismo de los lipidos durante la DM ocasiona hipertension,
aterosclerosis y dislipidemia, lo que incrementa la incidencia de cardiopatias y

vasculopatias (Hernandez y Olaiz, 2002).

a. ALTERACIONES EN MUSCULO LISO
Entre las complicaciones de la DM, las alteraciones vasculares constituyen
la principal causa de morbilidad y mortalidad en los pacientes diabéticos (Stamler

et al., 1993).
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Las alteraciones vasculares que aparecen durante el curso de esta
enfermedad (macroangiopatia y microangiopatia) afectan tanto a la estructura
como a la funcionalidad de los vasos sanguineos pudiendo modificar el tono
normal del musculo liso vascular y contribuir al desarrollo de otras complicaciones
a largo plazo como son cardiopatias, accidentes cerebro-vasculares, hipertension,
retinopatias, neuropatias y nefropatias (Garcia et al., 1974; Crepaldi y Nosadini,

1988; Kastrup, 1988; Jarret, 1989).

La DM se ha asociado a hiperreactividad del musculo liso, este fenémeno
se atribuye a un aumento en la respuesta contractii a diversos agentes
adrenérgicos, debido a un incremento en la actividad de los canales de calcio en
células del muasculo liso vascular (Agrawal y McNeil, 1987), a una alteracion de la
distribucion de Ca., subcelular o a un aumento de anidn superoxido O,
(Fleischhecker et al.,1999), aunque estas alteraciones también pueden estar
asociadas a la sobreproduccion de factores angiogénicos y citocinas por parte del
higado, desarrollando aterosclerosis (Takumara et al., 2004).

También se ha publicado que estas alteraciones pueden ser producto de la
reduccion en el efecto relajante por la liberacion de prostaglandinas
vasoconstrictoras derivadas del endotelio (Carvalho y Coelho, 2004)

Por otra parte, se ha observado que la DM provoca una acumulacion
excesiva de colageno en la pared arterial como consecuencia de la estimulacion
de la sintesis del mismo (Hamlin et al., 1975) y del aumento de la glucosilacion no
enzimatica del colageno que se produce en las arterias (Rosenberg et al., 1979;

Brownlee y Cerami, 1981; Brownlee et al., 1986). Ademas, las fibras de colageno
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gue se forman en los tejidos diabéticos son generalmente mas rigidas y
resistentes a la solubilizacion y digestion enzimética. Por todo lo anterior, la
secrecion aumentada de colageno por los fibroblastos en respuesta a altas
concentraciones de glucosa contribuye de forma importante a los cambios
estructurales y funcionales que se producen en el muasculo liso de diabéticos
(Kennedy y Baynes, 1984). El engrosamiento del musculo liso arterial produce una
disminucién del gradiente de oxigeno transarterial (Santilli et al., 1993) v,
consecuentemente, se produce una hipoxia en la pared arterial que también
contribuye a la formacion de lesiones arterioscleroéticas, asi como al desarrollo de

complicaciones no vasculares tales como la neuropatia y la nefropatia.

b. DANO ENDOTELIAL

En condiciones normales el endotelio mantiene en balance las actividades
antifibrinolitica y protrombogénica, inhibe la adhesion de plaguetas y de leucocitos
en la pared vascular y regula la liberacion de sustancias vasodilatadoras y
vasoconstrictoras. Durante la DM, el endotelio sufre alteraciones que impiden su
correcto funcionamiento, ocasionando dafio vascular y finalmente deterioro de los
organos. A estas alteraciones se les conoce como sindrome de disfuncion

endotelial (Goligorsky et al., 2001).
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1.6 ESTRUCTURA DE LOS VASOS SANGUINEOS

Todos los vasos sanguineos, excepto los capilares; estan constituidos
basicamente por tres capas (figura 1):
1. Tdnica intima: formada por células endoteliales recubiertas por una delgada
capa de tejido conectivo.
2. Tunica media: compuesta por células de musculo liso vascular y es la
responsable de la fuerza mecéanica y contractil de los vasos.
3. Tunica adventicia: organizada a manera de un revestimiento de tejido

conectivo que sirve para mantener los vasos sanguineos en su lugar.

TUNICA
ADVENTICIA

MEMBRANA ELASTICA .
EXTERNA TUNICA

MUSCULO LISO INTIMA

MEMBRANA ELASTICA

INJECID TUNICA

LAMINA PROPIA MEDIA
Muasculo liso y

tejido conectivo

ENDOTELIO

Figura 1. Estructura anatémica de un vaso sanguineo donde se muestran las
diferentes capas que lo constituyen.
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1.7 PARTICIPACION DEL ENDOTELIO EN LA REGULACION

DEL TONO VASCULAR

Las células endoteliales juegan un papel crucial en el control del tono
vascular del musculo liso, participando directamente en la sintesis y liberacién de
muchos mediadores vasoactivos.

Al endotelio, anteriormente se le consideraba como una monocapa de
células que delimitaba el interior de los vasos sanguineos y que actuaba como
barrera entre el plasma y el tejido y cuya Unica funcion era evitar el desgaste del
musculo liso vascular, pero fue hasta el siglo XX que se le reconocido como un
importante regulador de la funcion vascular (Hurairah y Ferro, 2004).

Unas de las primeras investigaciones que sugerian que el endotelio tenia
una funciébn mas alla que la de servir como una simple barrera entre los
compartimentos intravasculares e intersticial fue la realizada por Furchgott y
colaboradores (1980), quienes reportaron que anillos de aorta toracica de conejo
con endotelio mostraban relajacién, de manera dependiente de la concentracion, a
la acetilcolina (ACh) en presencia de endotelio y respuesta nula en ausencia de
endotelio. Esto dio origen a la hipotesis de que el endotelio liberaba una sustancia
responsable de la relajacién inducida por la ACh a la cual llamaron “factor relajante
derivado del endotelio”.

Sin embargo, la influencia del endotelio en el control de la circulacién se
hizo evidente cuando se descubri6 su capacidad de producir sustancias
vasoactivas y con efectos sobre plaquetas y otros elementos formes de la sangre

(Furchgott, 1983; Gryglewski et al., 1988).
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Mas tarde, Furchgott y colaboradores (1984) demostraron que el tono
vascular podia ser modificado por una gran variedad de sustancias relajantes
producidas por el endotelio, a las cuales llamaron “vasodilatadores dependientes
del endotelio”.

El factor relajante derivado del endotelio descrito por Furchgott fue
identificado después como oxido nitrico (NO) por dos grupos independientes
Ignarro y Moncada (Ignarro, 1987; Moncada, 1987).

Ahora se reconoce que el endotelio es un érgano responsable de regular
procesos hemodinamicos, metabolicos, sintéticos, inflamatorios,
antitrombogénicos, protrombogénicos y de remodelado vascular (Goligorsky et al.,
2001) capaz de producir factores relajantes (oxido nitrico, factor hiperpolarizante
derivado del endotelio y prostglandinas 1,) y factores contractiles (endotelinas,
angiotensina Il, aniones superéxido, tromboxano A, prostaglandinas H, y otros
metabolitos del &cido 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; Luscher et al., 1993) tales como noradrenalina
(liberada de las terminales nerviosas) o serotonina (liberada por las plaguetas) en

estados fisiologicos o patologicos (Dohi et al., 1996).

a. OXIDO NITRICO (NO)
El NO es un vasodilatador que es sintetizado a partir de la L-Arginina y

oxigeno molecular, produciendo NO y L-Citrulina. Esta reaccion es catalizada por
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la enzima Oxido nitrico sintasa (NOS). Se han identificado tres isoenzimas

diferentes de la NOS (Moncada et al., 1997):

NOS1: También conocida como oOxido nitrico sintasa neuronal (NNOS), se
encuentra predominantemente en el sistema nervioso central y periférico, en las
células epiteliales del pulmén, el higado y el estbmago, en las plaquetas y en las
células del islote pancreatico.

NOS2: Es la forma inducible del 6xido nitrico sintasa (iINOS) se encuentra
predominantemente en macrofagos, neutrofilos y en menor proporcion en
hepatocitos y células del musculo liso.

NOS3: Es la oxido nitrico sintasa de tipo endotelial (eNOS), se encuentra en
células endoteliales y en menor proporciébn en miocitos cardiacos, células del
mesangio renal y osteoblastos. Se encuentra constitutivamente en las células
endoteliales y es la responsable de la sintesis de NO de manera basal y en
respuesta a estimulos vasoconstrictores.

EI NO puede ser sintetizado por las células del endotelio en respuesta a un
estimulo fisico (cambios en la presion arterial) o0 a mensajes quimicos (acetilcolina,
acido araquiddnico y agonistas B-adrenergicos como catecolaminas). La mayoria
de las acciones fisiologicas del NO ocurren por la activacion de la forma soluble
de la guanilato ciclasa en las células blanco (plaquetas, células del masculo liso
vascular), por unién al grupo hemo de esa enzima. La activacion de la guanilato
ciclasa produce la acumulacion del segundo mensajero GMPc (guanilil

monofosfato ciclico), que a su vez activa a la proteina cinasa dependiente de
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GMPc y como consecuencia final se produce la relajacion del musculo liso
vascular y el decremento de las concentraciones del Ca*? intracelular.

Los efectos bioldgicos del NO en el control del tono vascular son atenuados
por la presencia de especies reactivas derivadas del oxigeno, en particular el
anion superoxido (O»-) y en menos proporcién el peréxido de hidrogeno (H.0,) y el
radical hidroxilo (OH-). Las células endoteliales puede liberar O,-, generado por
varias enzimas incluyendo propia NOS, cuando la cantidad de L-Arginina es
deficiente. EI O,- es convertido en H,O, por la enzima superéxido dismutasa
(SOD). ElI O,- reacciona rapida y espontdneamente con el NO produciendo
peroxinitrito (ONOO-), un particularmente poderoso agente citotoxico. (Hurairah y

Ferro, 2004).

b. PROSTAGLANDINAS

Las prostaglandina |, (PGl;) es conocida como prostaciclina. Fue
descubierta por Vane y colaboradores a mediados de 1970 y se produce por las
células endoteliales y la tanica intima. PGI, es un derivado del &cido araquidénico
y se forma a partir del sistema de las ciclooxigenasas (COX).
Actualmente se conocen tres tipos de isoformas:
COX1: Se expresa constitutivamente en diversos tejidos, entre ellos el endotelio.
Esta isoforma es la encargada de la produccion de PGl».
COX2: Se creia que esta isoforma es de naturaleza inducible pero se localiza en el
rion de manera constitutiva. Es la responsable de la sobreproduccion de

prostaglandinas en condiciones patologicas como la inflamacion cronica.
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COX-3: Recientemente descubierta en corteza cerebral canina. Esta isoforma es
inhibida por drogas antipiréticas y analgésicas, por lo que podria estar involucrada
en el mecanismo central primario por el cual ejercen su accion (Chandrasekaran,

2002).

Tanto COX-1 como COX-2 catalizan los dos primeros pasos de la sintesis
de prostaglandinas, la oxidacion del &cido araquidénico que produce el
hidroperoxi-endoperoxido PGG; y su reduccion a hidroxi-endoperéxido PGH,. La
PGH, se transforma por mecanismos enzimaticos y no enzimaticos en
prostanoides primarios (PGE,, PGFy,, PGD,, PGI, y tromboxano A, (Vane et al.,
1998)

La PGI;, ejerce sus efectos vasodilatadores via proteina G al estimular
receptores especificos llamados IP. La estimulacién de los receptores IP activa a
la enzima intracelular adenilato ciclasa, lo que incrementa los niveles de AMPc
intracelular. AMPc activa a la proteina cinasa A (dependiente de AMPc) con la
consecuente decremento de la actividad de la cinasa de la cadena ligera de
miosina (MLCK) causando vasodilatacion. PGI2 también activa un receptor
nuclear, el receptor activado por el proliferador de peroxisomas a (PPARa). La
activacion del receptor PPARa junto con la estimulacion del receptor IP pueden

producir la vasodilatacion en la vasculatura. (Hurairah y Ferro, 2004).
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2.- ANTECEDENTES DIRECTOS

Como se ha visto anteriormente, el endotelio juega un papel
fundamental en la regulacion contractil de los vasos sanguineos, debido a su
capacidad de sintetizar sustancias vasoactivas y a la sensibilidad que presenta
ante agentes contractiles. En este sentido, se ha observado que la remocion del
endotelio en arterias y venas aumenta la sensibilidad del musculo liso a diferentes
agentes contractiles (Criscione et al.,, 1984; Egleme et al., 1984; Bullock et al.,
1986). La disminucion de la contraccion en arterias con endotelio se atribuye a la
liberacidon del 6xido nitrico, ya que la inhibicion de su sintesis imita los efectos de
la remocién del endotelio (Dohi et al., 1996; Dowell et al., 1999; Matsuda et al.,
2000).

Zhu y colaboradores (2001), reportaron que las respuestas contractiles a la
fenilefrina en aorta de rata diabética cambia con el curso de la DM y que la
cantidad de calcio intracelular y extracelular es la responsable de las alteraciones
de la respuesta contractil en DM.

Durante la DM se observa una disminucion en la sintesis de 6xido nitrico,
como consecuencia del dafio endotelial sufrido durante esta patologia. Por lo que
la remocién del endotelio podria simular el dafio endotelial y por consiguiente la
disminucién en la produccién del 6xido nitrico. Lo que lleva a proponer que la
disminucion de la sintesis de oxido nitrico, esta relacionada con el incremento de

la resistencia periférica y con las complicaciones vasculares asociadas a la DM.
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En la DM experimental en ratas se produce un aumento en la contraccion
de arteria aorta, debido principalmente al aumento de adrenoreceptores aip y
posiblemente a;5 (Castro-Moreno, 2006).

Fabiano (2002) encontré que en ratas con DM experimental de una
semana, no hay diferencia en el efecto maximo y en la sensibilidad a fenilefrina
respecto a los controles, sin embargo; a las 4 semanas de diabetes se
incrementan dichos valores. Por otro lado, al utilizar indometacina en las ratas de
4 semanas con DM, se reduce el pD2 y el Emax. Estos resultados sugieren que la
DM induce cambios dependientes del tiempo en la reactividad vascular a
fenilefrina. Aunque dicha respuesta no parece estar relacionada con la reduccion
de NO (contrariamente, parece deberse a un aumento), pero puede deberse a un
incremento en las prostaglandinas H, (PGH,)/ Tromboxano A, y/o un aumento en
flujo extracelular de Ca*?.

La DM puede modificar selectivamente la liberacion de prostaglandinas
desde el mdasculo liso vascular, la conservacion basal de prostanoides
vasodilatadores y la abolicién en la produccion de prostanoides vasoconstrictores
estimulados por agonistas adrenérgicos (Carvalho, 2003).

Trabajos realizados con anterioridad en nuestro laboratorio mostraron que
en ratas diabéticas se incrementa el efecto maximo (Emax) y la sensibilidad a
fenilefrina (pD2). Los resultados indican que la DM altera la expresion de los
receptores a,, sugiriendo que el aumento en la respuesta contractil en arterias de
ratas diabéticas se debe a un incremento en los receptores aip y posiblemente
aig. En estos resultados se descarta la influencia de sustancias vasoactivas (PG y
NO).
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3.- JUSTIFICACION

La DM como consecuencia de la hiperglucemia crénica conduce a diversas
complicaciones como neuropatias, retinopatias o nefropatias, aunque el principal
padecimiento que se presenta son las enfermedades cardiovasculares. La
incidencia de esta enfermedad va en aumento de tal manera que se le ha llegado
a considerar como un grave problema de salud publica.

Existen innumerables trabajos que sefalan que el aumento de glucosa es el
principal determinante del dafio en los vasos sanguineos, provocando un aumento
en la respuesta contractil a diversos agentes, como los adrenérgicos, sin embargo;
se conoce poco acerca de los mecanismos intracelulares que contribuyen a su
alteracion.

Por consiguiente, en este trabajo se determiné la funcionalidad endotelial
inhibiendo oOxido nitrico sintasa y ciclooxigenasas para evaluar el dafio a nivel

vascular durante la DM, a corto y largo plazo.
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4.- HIPOTESIS

La participacion del 6xido nitrico y de las prostaglandinas endoteliales se

altera durante la diabetes mellitus experimental en la rata.

5.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar la participacion del oxido nitrico y de las prostaglandinas en aorta

abdominal de ratas diabéticas de diferentes edades.

6.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

6.1. Reproducir el modelo de Diabetes Mellitus experimental en ratas,
utilizando estreptozotocina.

6.2. Evaluar la respuesta contractil inducida por fenilefrina en aorta con y sin
endotelio de rata diabética en presencia de L-NAME.

6.3. Evaluar la respuesta contractil inducida por fenilefrina en aorta con y sin

endotelio de rata diabética y control en presencia de indometacina.
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7.- METODOLOGIA

7.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Se tomaron 24 ratas Wistar macho de 6 semanas de edad y se dividieron
en dos grupos de 12 ratas. Al primer grupo se le inyectd estreptozotocina y se le
denomind DM y al segundo grupo se le llamo control. Las ratas se sacrificaron en
atmosfera se CO,. Se les aislé la aorta abdominal, secciondndola y colocandolas
en camaras para tejido asilado. Posteriormente se realiz6 una curva
concentracion-respuesta a fenilefrina, midiendo la contraccion con ayuda de un

transductor de tension.

7.2 DESARROLLO DEL PROTOCOLO EXPERIMENTAL

a. INDUCCION DE DIABETES

La induccion de DM se llevé a cabo mediante inyeccién intraperitoneal de
estreptozotocina (55mg/Kg), este agente quimico, actua destruyendo las células B-
pancreaticas por lo que provoca diabetes tipo 1. El efecto toxico esta relacionado
con alteraciones morfoldgicas de la membrana de las células B-pancreéticas y con
un aumento de la permeabilidad de dicha membrana celular (Weaver et al.,1978;

Bell y Hye, 1983).
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Las ratas controles fueron tratadas con solucién salina al mismo volumen.
Solo se consideraron como diabéticas a las ratas que presentaban un
concentracion de glucosa en sangre >200 mg/dl.

Se estudiaron las arterias de ratas con 7 y 18 semanas con diabetes. Los
niveles de glucosa en sangre se monitorearon periédicamente hasta el dia del

sacrificio.

b. PREPARACION DEL TEJIDO

Los animales fueron sacrificados en atmésfera de CO,, Después se realizé
una incisién vertical en el abdomen de la rata, quedando descubiertos los 6rganos
y permitiendo la extraccidn de la arteria aorta. Una vez aislada la arteria se limpio
de tejido conectivo y grasa, después se seccioné en anillos de 3-5mm de longitud
y a la mitad de los anillo se les removio el endotelio con un dispositivo metélico
rugoso, frotando la parte interna de la arteria (Furchgott y Zawadzki, 1980); con lo
anterior se evita la participacion de factores vasoactivos provenientes del

endotelio.

c. PREPARACION DE ORGANO AISLADO

Las camaras para 6rgano aislado (figura 2) permiten proporcionar las
condiciones necesarias para mantener viable el tejido, esto se logré manteniendo
el tejido a una temperatura de 37°C, adicionando en cada camara 10ml de
solucion Krebs (ver anexo, Tabla 1) y burbujeo constante de carbdgeno (Ibarra et
al., 2000). Los anillos de aorta se colocaron en las camaras con ayuda de ganchos

de nikrom. Estos ganchos sujetaron al anillo por la parte inferior a la base de la
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camara y por la parte superior al trasductor de tension (figura 2) que a su vez esta
acoplado a un sistema de adquisicion de datos que registra los cambios en la

tension isométrica que se produce en los anillos de la arteria.

Figura 2. Camara para érgano asilado. Permite proporcionar las condiciones
necesarias para mantener viable el tejido. El anillo es sujetado por la parte
superior con ganchos de nikrom que estdn conectados a un sistema de
trasduccién de tensién y por la parte inferior se sujeta a la camara.

d. CURVA CONCENTRACION-RESPUESTA A LA FENILEFRINA
Antes de comenzar con la curva concentracion-respuesta a los anillos se
les di6 una tensién inicial de 3g y se dejé reposar el tejido por 20 minutos.

Después se sensibilizé el tejido con fenilefrina (1x10’M) en tres ocasiones a
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intervalos de 30 minutos y lavando con solucion Krebs entre cada sensibilizacion.
En la tercera ocasion se adicion6 carbacol (1x10°M) para confirmar la ausencia o
presencia de endotelio y su integridad (Furchgott y Zawadzki, 1980).

Terminada la sensibilizacion se hicieron 2 lavados a intervalos de 15
minutos con solucion Krebs, esto para reestablecer el tejido. Transcurrido este
tiempo se ajustd a 10ml el volumen de Krebs contenido en las camaras y se
adicionaron 100pl de rawolscina (1x10°M) y 100ul de propranolol (1x10®) que son
antagonistas adrenérgicos a, y B, respectivamente. Las preparaciones se dejaron
en incubacion por 30 minutos y posteriormente se inici6 con la curva control,
comenzando con la solucién de fenilefrina 1x10°M y terminando con 1x10°M.

Terminada la curva control se lavo el tejido con solucion Krebs en 2
ocasiones a intervalos de 15 minutos cada uno. Nuevamente se ajusto el volumen
de las camaras a 10ml de solucién Krebs y se adiciond rauwalcina y propranolol
ambas soluciones a 1x10°M y dejando incubar el tejido por 30 min. Pasado este
tiempo se comenzé con la curva concentracion-respuesta adicionando
indometacina (inhibidor no selectivo de las ciclooxigenasas; 1x10°M) y L-NAME
(inhibidor no selectivo de las éxido nitrico sintasas; 1x10™*M), cada uno de estos

inhibidores se probd en anillos con y sin endotelio.

e. EVALUACION DE LA PARTICIPACION DEL OXIDO NIiTRICO Y DE LAS
PROSTAGLANDINAS.

Para medir la participacion del oxido nitrico y de las prostaglandinas en la
modulacion de la contraccion, se usaron inhibidores de las enzimas que sintetizan

estas sustancias vasoactivas. Para el oxido nitrico se utilizo L-NAME y para el
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caso de las prostaglandinas se us6 indometacina. Estos inhibidores se usaron en

arterias con y sin endotelio de ratas control y diabéticas.
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8.- RESULTADOS

8.1 INDUCCION DE DIABETES

Una vez inducida la diabetes se consideraron como diabéticas a las ratas
gue presentaban un concentracion de glucosa en sangre >200 mg/dl.

El peso y la glucosa en sangre de las ratas fueron registrados desde el dia
de la induccién de DM y hasta el dia del sacrificio, obteniéndose los siguientes

valores.

Tabla 1. Muestra el registro de valores de glucosa sanguinea (mg/dL) y peso
(9) de ratas wistar macho controles y diabéticas de 7 y 18 semanas de edad.
n =6 por grupo; *p< 0.05 vs. control.

GLUCOSA EN SANGRE PESO
(mgr/dL) (9)

CONTROL

7 semanas 81.4 +6 237.7 +21.6

18 semanas 95.6 +10 386.4 £25
DIABETICAS

7 semanas 420.5 +30 * 229.8 +18.5

18 semanas 526 +27 * 221.5 +20*

Se puede observar que el peso de las ratas control aumento casi el doble a
las 18 semanas, con respecto a las 7 semanas; mientras que en las ratas
diabéticas se observé que practicamente no aumentaron de peso a las 18
semanas, incluso hubo una ligera disminucion del 3%.

Las ratas de 7 semanas, tanto las ratas controles como las diabéticas

no presentaron diferencia significativa de peso. Por otro lado, se observé una
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dramatica disminucion de peso de un 40% en las ratas diabéticas a las 18
semanas en comparacion con las controles.

Ademas, se mostrd claramente que los niveles de glucosa de las ratas
control de 7 y 18 semanas permanecen dentro de los valores normales, mientras
que las ratas diabéticas presentaron un incremento en los valores de hasta un

500% en comparacién con las ratas control.

8.2 CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA A LA FENILEFRINA

La fenilefrina produjo, en todos los casos, una contraccion dependiente de
la concentracion, es decir, se observo una clara relacion entre la contraccion de la
aorta abdominal y la concentracion de la fenilefrina agregada hasta alcanzar el
efecto maximo. Por otro lado, se evidencié la participacion del endotelio en la
modulacién de la contraccién, ya que se observé una desviacion de la curva hacia
la izquierda en arterias sin endotelio con respecto a las arterias con endotelio. Lo
anterior es un indicador de un aumento en la sensibilidad a la fenilefrina en

ausencia del endotelio.
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Figura 3. Curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina en aorta abdominal, con y
sin endotelio, de ratas controles y diabéticas de 7 y 18 semanas posteriores a la
induccion de la diabetes. Cada punto representa el promedio + e.e. 4-6 anillos
arteriales.

Las arterias de las ratas de 7 semanas, tanto controles como diabéticas,
fueron més sensibles a la fenilefrina, ya que comenzaron a contraer desde 1x10°
®M:; mientras que las arterias de las ratas de 18 semanas comenzaron a contraer
hasta la concentracion 1x107-°M. Las arterias de las ratas controles de 7 semanas
mostraron actividad contractil mayor en comparacion con las arterias de las ratas
controles de 18 semanas. Las arterias de las ratas diabéticas mostraron un ligero
incremento en la sensibilidad a la fenilefrina, mientras que las arterias de las ratas
controles perdieron sensibilidad (figura 3).

En general, las arterias de ratas tanto controles como diabéticas
presentaron una sensibilidad menor a la fenilefrina con el transcurso del tiempo,
esto puede ser debido a la presencia de disfuncion endotelial debida a la edad

(Figura 3).
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8.3 EFECTO DEL L-NAME EN LA RESPUESTA CONTRACTIL A

LA FENILEFRINA

Para evaluar el efecto de la inhibiciéon del NO en la respuesta contractil se
usaron arterias, con y sin endotelio, de ratas control y diabéticas de 7 y 18
semanas, en presencia de L-NAME y se realizO una curva concentracion-
respuesta a la fenilefrina. Se observdé que la contraccion de las arterias es
dependiente de la concentracion de fenilefrina y que las arterias sin endotelio
contrajeron mas que las arterias con endotelio, evidenciando nuevamente la
participacion del endotelio en la modulacion del tono vascular.

La adicion de L-NAME elimin6 el efecto vasodilatador compensatorio que
ejerce el NO en repuesta a estimulos vasoconstrictores, lo que se traduce en un
incremento en la contraccion de las arterias. Este efecto se observo tanto en ratas
control como diabéticas.

A las 7 semanas, las arterias de las ratas control comenzaron a contraer
desde la concentracién 1x10°M, mientras que las arterias de las ratas diabéticas
lo hicieron hasta la concentracién de 1x107°M; lo que indicé que las arterias de
las ratas control presentan mayor sensibilidad a la fenilefrina que las diabéticas.
Las curvas de las arterias incubadas con L-NAME tanto de las ratas control como
de las diabéticas se desplazaron a la izquierda, es decir, la inhibicién del éxido
nitrico incremento la sensibilidad a la fenilefrina e imité la remocion del endotelio.
La diferencia en la actividad contractil entre las arterias de las ratas control y las

diabéticas muestra el dafio endotelial ocasionado por la DM (figura 4).
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Figura 4. Curvas concentracién-respuesta a la fenilefrina en aorta abdominal, con y
sin endotelio, en presencia y en ausencia de L-NAME provenientes de ratas
controles y diabéticas de 7 semanas posteriores a la induccién de la diabetes. Cada
punto representa el promedio * e.e. 4-6 anillos arteriales.

Por otro lado, a las 18 semanas se observé que las arterias de ratas control
comenzaron a contraen a concentracion de 1x10°M vy las arterias de ratas
diabéticas lo hicieron a concentracién de 1x10°M. En la aorta de las ratas control
de 7 semanas se observo que la contractilidad en los anillos con y sin endotelio no
presentd diferencias, de igual manera, la presencia de L-NAME no modifico la
respuesta contractil. En cuanto a las ratas diabéticas, la ausencia del endotelio

aumento la sensibilidad y el efecto maximo a la fenilefrina (figura 5).
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Figura 5. Curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina en aorta abdominal, con y
sin endotelio, en presencia y en ausencia de L-NAME provenientes de ratas controles
y diabéticas de 18 semanas posteriores a la induccion de la diabetes. Cada punto
representa el promedio * e.e. 4-6 anillos arteriales.

A las 7 semanas se observd que tanto la sensibilidad como el efecto
maximo fueron mayores en los vasos, con y sin endotelio, provenientes de ratas
control en presencia de L-NAME, al ser comparados con los de las ratas
diabéticas. Sin embargo, esa diferencia fue minima en los vasos de animales de

18 semanas posteriores a la induccion de la diabetes (figura 6).
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Figura 6. Curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina en la aorta

abdominal, con y sin endotelio y en presencia de L-NAME, de ratas de 7

(izquierda) y 18 semanas (derecha) posteriores a la induccién de la diabetes.
Cada punto representa el promedio # el e.e. de 4-6 anillos arteriales.
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8.4 EFECTO DE LA INDOMETACINA SOBRE LA RESPUESTA

CONTRACTIL.

Con el fin de evaluar el efecto de la inhibicion de las ciclooxigenasas, se
empled la indometacina en la respuesta contractil de arterias de ratas control y
diabéticas, con y sin endotelio, de 7 y 18 semanas posteriores a la induccion de la
diabetes. Se observo que la adicidon de la indometacina eliminé la participacion de
las prostaglandinas en la regulacién del tono vascular, tanto a las 7 (figura 7)
como a las 18 semanas (figura 8), es decir, se presentaron curvas desplazadas
hacia la derecha y no alcanzaron los efectos maximos, con respecto a sus

controles, siendo este efecto mas marcado en los vasos de los animales control.
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Figura 7. Curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina en aorta
abdominal, con y sin endotelio, en presencia y en ausencia de indometacina
provenientes de ratas controles y diabéticas de 7 semanas posteriores a la
induccion de la diabetes. Cada punto representa el promedio + e.e. 4-6
anillos arteriales.
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Llama la atencion que los anillos sin endotelio también muestran un
desplazamiento lo cual puede sugerirnos la produccién de un factor contractil,
dependiente de las COXs en el musculo liso y del el endotelio (figuras 7 y 8). Por
otro lado, se aprecié un desplazamiento de las curvas hacia la derecha en los
vasos de animales diabéticos al compararlos con los de los controles a las 7
semanas (figura 7), mientras que las ratas de 18 semanas no presentaron gran

diferencia entre las ratas control y las diabéticas (figura 8).
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Figura 8. Curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina en aorta
abdominal, con y sin endotelio, en presencia y en ausencia de indometacina
provenientes de ratas controles y diabéticas de 18 semanas posteriores a la
induccion de la diabetes. Cada punto representa el promedio + e.e. 4-6
anillos arteriales.
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Tanto las arterias de ratas control como diabéticas con y sin indometacina,
el umbral de respuesta a la fenilefrina fue a la concentracién de 1x107°M vy al
comparar solo las respuestas de los vasos con indometacina, a las diferentes
edades, estos no mostraron diferencias significativas entre si, ni en cuanto al

efecto maximo ni en cuanto a la sensibilidad a la fenilefrina (figura 9).
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Figura 9. Curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina en la aorta
abdominal, con vy sin endotelio y en presencia de indometacina, de ratas de
7 (izquierda) y 18 semanas (derecha) posteriores a la induccién de la
diabetes. Cada punto representa el promedio # el e.e. de 4-6 anillos
arteriales.
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9.- DISCUSION

9.1 MODELO EXPERIMENTAL.

En el presente trabajo se utiliz6 un modelo de diabetes quimica inducida
experimentalmente en la rata, mediante inyeccién intraperitoneal de
estreptozotocina.

Los animales tratados con estreptozotocina presentan la mayoria de las
complicaciones asociadas a la diabetes como son las cardiomiopatias,
neuropatias, disfunciones arteriales coronarias, alteraciones hepéaticas, traqueales,
del tejido conectivo, gastrointestinales, pérdida de peso etc. (Oztiirk et al., 1996).

Durante la DM, ademas de la hiperglucemia, el animal experimenta
polidipsia, poliuria, polifagia y un descenso en su peso en comparacion con los
animales del grupo control, lo cual pone en evidencia el éxito de la induccion de la
diabetes (tabla 1).

La disminucién de peso entre las ratas control y diabéticas es consistente
con lo establecido en la literatura, donde se indica que durante la DM ocurre una
disminucién idiopatica en el peso del animal e incluso en los humanos. Para
estudiar los efecto de la DM se han realizado diversas técnicas experimentales de
induccion de diabetes, como prancreatectomia total o parcial y el uso de agentes
guimicos inductores de diabetes, de los cuales los mas usados son el aloxano y la

estreptozotocina que actuan especificamente sobre las células (3.
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9.2 DANO ENDOTELIAL

Como se menciono anteriormente, el endotelio juega un papel fundamental
en la regulaciéon de la contraccion vascular manteniendo el equilibrio entre las
sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras y dado que durante la DM ocurre
lo que se conoce como disfuncion endotelial (Goligorsky et al., 2001), era de
esperarse que los niveles de NO y PGs sufrieran alteraciones, contribuyendo al
incorrecto funcionamiento del endotelio. Sin embargo, en el presente trabajo no se
determinaron las concentraciones de ON ni de PGs, sino que sélo se vio su efecto
de manera indirecta, por la inhibicion de su sintesis.

Las células endoteliales pueden influir, de manera importante, en la
contraccion de los vasos sanguineos; de esta manera, la remocion del endotelio
de arterias y venas aumenta la sensibilidad del musculo liso vascular a diferentes
agentes contractiles (Criscione et al., 1984; Egleme et al., 1984; Bullock et al.,
1986). Esto se hace evidente cuando las curvas de arterias sin endotelio aparecen
desplazadas hacia la izquierda con respecto a las arterias con endotelio intacto,
es decir, las arterias sin endotelio contrajeron mas que las arterias sin endotelio.

La disminucion de la contraccion en arterias con endotelio se atribuye a la
liberacion del 6xido nitrico (Dohi et al., 1996; Dowell et al., 1999; Matsuda et al.,
2000), asi que la remocion del endotelio, la disfuncion endotelial y la inhibicion de
su sintesis debe incrementar la contraccion en las arterias. Esto se evidencio
cuando las curvas de las arterias incubadas con L-NAME se desplazaban hacia la

izquierda con respecto a las arterias en condiciones control, es decir, las arterias

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA U.M.S.N.H. 41




XOCHITL LETICIA RUIZ PEREZ

en las cuales se inhibid la sintesis de NO incrementaron la contracciéon inducida

por la fenilefrina.

Estudios in vitro han demostrado que la accion de distintos
vasoconstrictores puede verse potenciada por la ausencia de endotelio, sugiriendo
que de alguna forma, el endotelio modula la respuesta contractil del musculo liso
vascular a través de la liberacion de NO, el cual contrarrestaria parcialmente la

accion del vasoconstrictor (Brian y Kennedy, 1993).

Los anillos con y sin endotelio de ratas control y DM mostraron un
desplazamiento hacia la derecha, en presencia de indometacina, lo cual puede
sugerirnos la produccién de un facto contractil, dependiente de las COXs en el
musculo liso y del endotelio (figuras 6 y 7). Al igual que el NO, las PGs no se
sintetiza de forma exclusiva en el endotelio ya que también las células musculares

lisas pueden sintetizarlas (Hassid y Williams, 1983).

Numerosos estudios han descrito, en la DM, la existencia de una alteracion
de la respuesta vascular a diferentes estimulos, que puede estar relacionada con
cambios en la sensibilidad de los receptores vasculares a ciertos agonistas, con
cambios en la poblacion de receptores (cantidad, tipos, etc.) o con cambios en los

mecanismos reguladores de la respuesta vascular a determinados estimulos.

Por otro lado, existen varios trabajos que muestran que la vasodilatacion

mediada por NO esta alterada en humanos y animales en las fases tempranas de
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la diabetes (Gupta et al, 1992; Elliot et al, 1993; Diederich, 1997). Se ha sugerido
que la diabetes podria afectar la funcion moduladora del NO a tres niveles: 1)
modificando la sintesis del NO en las células endoteliales; 2) disminuyendo la
biodisponibilidad del NO una vez liberado, como consecuencia de su inactivacion
por productos derivados de la glucosilacion avanzada o por radicales libres; y 3)
modificando la sensibilidad del "receptor”, es decir, de la guanilatociclasa de la

célula muscular lisa (Chan et al., 2000).

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA U.M.S.N.H. 43




XOCHITL LETICIA RUIZ PEREZ

10.- CONCLUSIONES

La DM altera la liberacion de factores endoteliales contribuyendo a la
disfuncion endotelial.
Los dafios ocasionados por la disfuncion endotelial parecen ser

dependientes de la duracién de la DM.
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ANEXOS

ANEXOS

e TABLA1

Preparacion de solucion Krebs a pH 7.4 a 37°C.

COMPUESTOS mM
KCI 4.7
NaCl 111
KH,PO4 1.2
Mg,SO4 1.2
CaCL; 2.5
EDTA 0.026
GLUCOSA 11.1
e TABLA?2
APARATO MODELO
Trasductor de tension FTO03 Grass forcedisplacement transducer.
Astro-Med, Inc. West Wawick, Rl USA.
Sistema adquisicion de datos MP100; Biopac systems

Inc. Santa Barbara, CA, EUA
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Glucometro
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