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. RESUMEN

La Diabetes Mellitus (DM) es un problema global de salud que se ha incrementado en los ultimos
anos y representa una causa de mortalidad y morbilidad prematura. El descontrol glucémico
durante esta enfermedad deriva principalmente del estilo de vida y habitos alimenticios,
afectando la calidad y tiempo de vida de los pacientes que la padecen.

Existen varios tipos de DM, entre ellas, la Diabetes Mellitus Gestacional (DMG), se caracteriza por
la intolerancia a la glucosa con diversos grados de severidad, inicia durante la segunda mitad del
embarazo y se resuelve después del parto, las mujeres pueden desarrollar DM2 en los préximos
afios o padecer de nuevo DMG en su préximo embarazo. La DMG incrementa el riesgo de
apariciéon de defectos congénitos en el feto durante su desarrollo intrauterino, debido a
anormalidades en el transporte de glucosa durante la gestacién y la lactancia, modifica el
crecimiento y predispone a la aparicion de enfermedades en la vida adulta.

Durante la gestacion se produce un estado diabetogénico debido al incremento de hormonas
hiperglucemiantes que provocan resistencia a la insulina en la madre. Este incremento hormonal
se requiere para dirigir los nutrientes de la madre al feto y permitir su adecuado crecimiento. Si
la reserva pancredtica materna responde normalmente, no habrd alteraciones en el metabolismo
de la glucosa, pero si ésta se encuentra disminuida aparecerd la DMG.

La alteracion de la biodisponibilidad de nutrientes durante el embarazo adapta el desarrollo del
feto, generando bajo peso al nacer, el cual se asocia con el riesgo de padecer DM, dislipidemia,
hipertension, enfermedad arterial coronaria y accidentes cerebrovasculares en la vida adulta.

En el presente trabajo se estudid el efecto de la DMG sobre las respuestas contractiles de aortas
de crias de madres diabéticas (CRD) y la participacion del éxido nitrico y las prostaglandinas en
las posibles alteraciones observadas.

Se realizaron curvas concentracién-respuesta a fenilefrina usando como inhibidores el L-NAME
(inhibidor de la NOS) e indometacina (inhibidor de la COX). La DMG indujo un incremento en la
tasa de mortalidad de CRD disminuyendo asi las crias por camada, incremento de muerte
perinatal y un retardo del crecimiento hasta la cuarta semana de edad en comparacién con las
crias de ratas control (CRC). Al nacer presentaron microsomia, asi como una disminucién del
peso. También mostraron una alteracidn en el metabolismo, observado como un aumento en los
niveles de glucosa, colesterol y lipidos totales en sangre hasta la 4 semana de edad.

La condicidon patoldgica de las madres condujo a alteraciones en la contraccién de los vasos
sanguineos. Encontrandose también un aumento en la respuesta contractil por fenilefrina en la
aorta toracica de CRD, lo que nos hace pensar que existe una disminucién de sustancias
vasodilatadoras como el NO y PGl y posible aumento de vasoconstrictores vasculares como el
TXA2 y PGH3, el aumento de contraccidon también pudo deberse al aumento de Ca?* debido al
desequilibrio de sustancias vasculares.

PALABRAS CLAVE: Diabetes gestacional, hiperglucemia, hipertension, éxido nitrico, prostaglandinas.
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II. ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a global health problem that has increased in the last years and
represents a cause of premature mortality and morbidity in the world. Glycemic decontrol, during
the disease is mainly derived by the lifestyle and feeding habits. It affects economic income,
quality and lifetime of patients who suffer this disease.

There are several types of DM, including gestational diabetes mellitus (GDM). It is characterized
by glucose intolerance with varying degrees of severity, it starts during the second half of
pregnancy and may or not be resolved after delivery. GDM increases the risk of birth defects in
the fetus during intrauterine development, since exposure to suboptimal environment due to
abnormalities of glucose transport along pregnancy and lactation and modifies growth and
predisposes to development of diseases in adult life.

During pregnancy, a diabetogenic state is established as a consequence of increased hormones
thatinduce insulin resistance in the mother. This hormonal rise is required to drive nutrients from
the mother to the fetus and allow an adequate growth. If pancreatic maternal reserve responds
normally, glucose metabolism is not altered, but if it is decreased, gestational diabetes will
appear.

Alterations in bioavailability of nutrients during pregnancy induce an adaptive effect on fetal
development and develop low birth weight, which is associated with the risk of setting DM,
dyslipidemia, hypertension, coronary artery disease and stroke in adult life.

In the present work, we studied the effect of DMG on the contractile responses of aortas of
offspring of diabetic mothers (CRD) and the participation of nitric oxide and prostaglandins in the
possible alterations observed.

They were performed concentration-response curves to phenylephrine using L-NAME (NOS
inhibitor) and indomethacin (COX inhibitors). In the offspring of diabetic rat, we observed a
significant mortality rate, decreased offspring per litter, increased perinatal death and growth
delay until the fourth week of age. When born, microsomy was presented, as well as decreased
weight. Also CDR showed alterations in metabolism, denoted as changes is glucose levels,
cholesterol and total blood lipids measured up to 4 weeks age.

The pathological condition of mothers leads to alterations in the contraction of blood vessels.
We also found an increase in contractile response by phenylephrine in the thoracic aorta of CRD,
because of decreased vasodilator such as NO and PGl;, and possible increase in vascular
vasoconstrictor as TXA; and PGH,. The observed increased contraction could also be because of
increased Ca%* due to imbalance of vascular substances.

P.Q.F.B JOSEFINA PAULINA NUNEZ DiAZ n
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1. INTRODUCCION

1.- Enfermedades crdonicas no transmisibles

En varios paises las transformaciones sociales, econdmicas, demograficas vy
epidemioldgicas en las ultimas décadas han contribuido a la aparicidn de nuevas prioridades de
salud. Entre estas destacan las enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT), que son un grupo
de padecimientos que contribuyen a la mortalidad mediante un grupo pequefio de problemas
como la diabetes, enfermedades cardiovasculares, enfermedad vascular cerebral, cdncer, entre
otros (Ferrer y col., 2011; Cérdova y col., 2008).

La diabetes de tipo 2 es una de las principales causas de incapacidad prematura, ceguera,
insuficiencia renal terminal y amputaciones no traumadticas y una de las 10 causas mas
frecuentes de hospitalizacion en adultos y desde el afo 2000 la cardiopatia isquémica y la
diabetes son las causas mas frecuentes de muerte en México.

Existen algunos criterios para definir a los sujetos con riesgo de sufrir una ECNT:

Individuos en riesgo de desarrollar diabetes : familiares de primer grado de individuos
con la afeccién ; peso mayor al saludable (IMC >25 kg/m? en adultos o superior al percentil 85
en nifios); colesterol-HDL <40 mg/dl o triglicéridos 2150 mg/dl; intolerancia a la glucosa o
glucosa anormal de ayuno; hipertensidn arterial (2140/90 mmHg); hiperuricemia; sindrome de
ovarios poliquisticos en mujeres con IMC 225 kg/m? ; mujeres con antecedente de diabetes
gestacional o que tuvieron un producto macrosémico o un embarazo complicado por
preeclampsia.

Individuos con factores de riesgo cardiovascular: antecedentes familiares de cardiopatia
isquémica prematura en un familiar de primer grado; tabaquismo; hipercolesterolemia vy
hombres mayores de 44 afios o mujeres mayores de 54.

Es posible reducir la mortalidad consecutiva a las ECNT al combinar la prevencién y el
tratamiento eficaz, ademas la deteccién de los afectados o en riesgo, la evaluacion integral y
acciones para disminuir la incidencia de diabetes, sus complicaciones y la enfermedad
cardiovascular (Cérdova y col., 2008).

2.- Estadisticas de diabetes mellitus

La prevalencia de la diabetes mellitus (DM) se ha vuelto un problema global se salud que
ha incrementado en los ultimos afios. El descontrol glucémico durante esta enfermedad se
asocia principalmente al estilo de vida y costumbres, afectando los ingresos, la calidad y el
tiempo de vida de los pacientes que padecen esta enfermedad, permaneciendo como causa
importante de morbilidad y mortalidad prematura en todo el mundo (FID, 2013).

P.Q.F.B JOSEFINA PAULINA NUNEZ DiAZ
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En el 2013, la Federacién Internacional de Diabetes (FID) estimd que aproximadamente 382
millones de personas en el mundo sufren diabetes y que incrementard a unos 592 millones de
personas para el afio 2035y el 80% vive en paises de ingresos medios y bajos, quedando México
el sexto lugar con esta enfermedad en el 2013. Casi la mitad de todos los adultos con diabetes
tienen entre 40 y 59 afios de edad. Unos 175 millones de personas o cerca de la mitad a nivel
mundial desconocen que padecen esta enfermedad, la mayoria padece diabetes mellitus tipo 2
(DM2) (FID, 2013).

La diabetes y sus complicaciones son las principales causas de muerte prematura en la
mayoria de los paises, siendo las enfermedades cardiovasculares como las principales causas de
muerte en las personas con diabetes. En el 2013 aproximadamente 5.1 millones de personas de
edades entre 20 y 79 afios murieron a causa de la diabetes, representando el 8.4% de la
mortalidad de todas las causas a nivel mundial, siendo las mujeres en mayor proporcién que los
hombres (FID, 2013).

En México, de 1998 al 2012 se observd un incremento de 4.7%, de una tasa de morbilidad
pasando de 342.1 a 358.2 por cada 100 mil habitantes, siendo el sexo femenino de entre edades
de 50-59 afios el mas afectado (SSA, 2013). Los datos de la ENSANUT 2012 identificaron a 6.4
millones de adultos con diabetes, es decir, 9.2% de los adultos en México han recibido un
diagnodstico de diabetes (ENSANUT, 2012), siendo para el 2012 la segunda causa de muerte
reportada por el INEGI en nuestro pais, con una tasa de mortalidad de 75 defunciones por cada
100 mil habitantes (SSA, 2013). En México, de los individuos con diabetes, 47 % han recibido
diagnéstico de hipertension del total de la poblacidn de 20 afos o mas, 4.3 % (cerca de 3
millones) viven con diabetes e hipertension (ENSANUT, 2012).

3.- Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades caracterizadas por la apariciéon de
hiperglucemia secundaria por defectos en la secrecién de la insulina, la accién de insulina o
ambas. Aunque la alteracion del metabolismo hidrocarbonado es el mas significativo, también
afecta el metabolismo proteico vy lipidico (Tébar y Escobar, 2009).

La duracion y gravedad de hiperglucemia crénica de la diabetes mellitus (DM) es un factor
importante en la aparicion a mediano y largo plazo de complicaciones. Las manifestaciones
clinicas mas evidentes son: la pérdida gradual de la vision que puede llegar a ceguera;
afectacion renal que puede llegar a insuficiencia renal terminal que precise en hemodialisis y
trasplante renal; afectacion de los grandes vasos que condiciona a patologias como insuficiencia
arterial de extremidades inferiores y amputacion de miembros; cardiopatia isquémica con
infarto al miocardio o enfermedad vascular cerebral, ademdas de enfermedad isquémica
intestinal y complicaciones en el sistema nervioso (Tébar y Escobar, 2009).
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La falta de accién de la insulina, induce a un mal metabolismo y utilizacién de la glucosa se
manifestdndose por: poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso, visién borrosa, afectacion
de dOrganos y aparatos (Tébar y Escobar, 2009). La hiperglucemia crénica puede alterar el
crecimiento y predisponer a infecciones y cetoacidosis. Las complicaciones a largo plazo son
retinopatia, nefropatia, riesgo de neuropatia periférica, articulaciones de Charcot y neuropatia
autondmica causante de sintomas gastrointestinales, genitourinarios y cardiovasculares,
ademas de disfuncion sexual, mayor incidencia de hipertensién, aterosclerosis cardiovascular,
arterial y enfermedad cerebrovascular (ADA, 2013).

3.1.- Clasificacion

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) han
propuesto nuevos criterios para el diagndstico y clasificacion Diabetes en cuatro tipos:

1) Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) debido a la destrucciéon de las células B del
pancreas, deficiencia absoluta de insulina.

2) Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) debido a un defecto progresivo de la secrecién de
insulina y/o resistencia a ella.

3) Otros tipos especificos de la diabetes causada por defectos genéticos en la
funciéon de las células B, defectos genéticos en la accién de la insulina,
enfermedades del pancreas exocrino (tales como fibrosis quistica), exposicién a
drogas o inducido por productos quimicos (tales como en el tratamiento del VIH /
SIDA o después de un trasplante de érganos).

4) Diabetes mellitus gestacional (DMG) diabetes diagnosticada durante el embarazo
gue no es la diabetes claramente manifiesta (ADA, 2014).

3.2.- Criterios para el diagnostico de diabetes mellitus

El diagndstico de la diabetes mellitus se hace basandose en criterios glucosa en plasma, ya
sea la con los parametros de la glucosa plasmdtica en ayunas (GPA) o curva de tolerancia a la
glucosa oral (CTGO), 2h postprandial con ingesta de 75 g de glucosa oral. Recientemente, un
comité internacional de expertos afiade la hemoglobina glicosilada (A1C;, > 6.5%) como una
tercera opcidn para diagnosticar la diabetes. El examen de la A1C le sirve al médico para
determinar cdmo ha sido el control glucémico de una persona con diabetes en los Ultimos tres
meses, ademas tiene la ventaja de que la prueba no requiere ayuno (ADA, 2015).

La ADA propuso los siguientes criterios para el diagndstico y deteccidn de la diabetes mellitus
(DM):
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e Glucosa plasmadtica en ayunas (GPA) > 126 mg/dl (7.0 mmol/L) con un ayuno de al menos
8 horas.

e Curva de tolerancia a la glucosa oral (CTGO) con la ingesta de 75 g de glucosa anhidra a
las 2 horas = 200 mg/ dl (11.1 mmol/L).

e Hemoglobina glicosilada (A1C) > 6.5%, debe realizarse en un laboratorio utilizando un
método que esta certificado por el National Glycohemoglobin Standardization Program
(NGSP) y estandarizado por el ensayo Diabetes Control and Complications Trial (DCCT).

e Glucosa plasmadtica al azar > 200 mg / dl (11.1 mmol / L) en un paciente con sintomas
clasicos de la hiperglucemia o crisis hiperglicémica (ADA, 2014).

4.- Diabetes mellitus tipo 1

La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) resultante de la destruccién autoinmune por células de
las B del pancreas, anteriormente abarcaba el término diabetes insulinodependiente o diabetes
juvenil. Este tipo de diabetes representa del 5-10% de las personas que padecen diabetes (ADA,
2014). Este tipo se compone de 2 subtipos:

4.1.- Diabetes mediada por inmunidad

Esta forma representa al 95% de la DM1, aparece como consecuencia de una destrucciéon
autoinmune de las células B del pancreas. Aparecen en sangre anticuerpos dirigidos contra las
células (anticuerpos anti-islotes o ICA), contra la insulina (anti-insulina), contra la carboxilasa del
acido glutamico (anti-GAD 65) o contra las tirosin-fosfatasas (anti- IA-2 e IA-23). Normalmente
uno o mas estan presentes en el 85-90% de individuos con hiperglucemia en ayunas (Tébar,
2009).

La velocidad de aparicion de la enfermedad es variable y depende de la destruccidn de las
células B, siendo rapida en algunos individuos (lactantes y nifios) y lenta en otros (adultos). En
pacientes especialmente los nifos y adolescentes pueden presentar cetoacidosis como primera
manifestacion de la enfermedad, ademas de sintomas como poliuria, polidipsia y polifagia que
aparecen en pocos dias o semanas (ADA, 2014).

En pacientes con hiperglucemia moderada en ayunas puede cambiar con rapidez a
hiperglucemia grave y/o cetoacidosis grave en presencia de infeccion u otro tipo de estrés.
Especialmente los adultos pueden tener una funcién residual en las células B, que puede
prevenir la cetoacidosis durante afos; finalmente estos pacientes se convierten en dependientes
de insulina y con riesgo de cetoacidosis. En esta Ultima etapa de la enfermedad, existe poca o
ninguna secrecidn de insulina y se manifiesta por niveles bajos o indetectables de péptido C en
plasma. Este tipo de diabetes es comun en la infancia y la adolescencia, pero puede ocurrir a
cualquier edad, incluso en la octava y novena década de la vida (ADA, 2014).
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La destruccidn autoinmune de las células B tiene multiples predisposiciones genéticas y
estd relacionada con factores ambientales no bien definidos. Los pacientes rara vez son obesos
cuando se presentan con este tipo de diabetes, aunque la presencia de la obesidad no es
incompatible con el diagndstico. Estos pacientes son propensos a otras enfermedades
autoinmunes, como la enfermedad de Graves, la tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de
Addison, vitiligo, la enfermedad celiaca, la hepatitis autoinmune, la miastenia grave y la anemia
perniciosa (ADA, 2014).

4.2.- Diabetes idiopdtica

Algunas formas de diabetes tipo 1 no tienen etiologias conocidas. Algunos de estos
pacientes tienen insulinopenia permanente y son propensos a la cetoacidosis, pero no tienen
evidencia de autoinmunidad. Sélo una minoria de pacientes con DM1 estan en esta categoria, la
mayoria son de ascendencia africana o asiatica. Las personas con esta forma de diabetes sufren
de la cetoacidosis episddica y presentan distintos grados de deficiencia de insulina entre los
episodios, es fuertemente heredada, carece de evidencia inmunolégica para la autoinmunidad
de células B y no estdn asociadas al HLA (antigenos leucocitarios humanos) y el requerimiento
absoluto de terapia de reemplazo de la insulina en pacientes afectados puede aparecer o
desaparecer (ADA, 2014).

5.- Diabetes mellitus tipo 2

Es el tipo mas frecuente (representa el 90-95 % de las personas con diabetes) y es conocida
como diabetes no insulinodependiente, diabetes tipo 2, o diabetes de comienzo en el adulto,
incluye a personas con resistencia a la insulina y deficiencia relativa (no absoluta) de insulina. Al
comienzo y muchas veces durante su vida, no necesitan tratamiento con insulina para sobrevivir.
Hay muchas causas diferentes de esta forma de diabetes. La etiologia especifica no se conoce,
no hay destruccidn autoinmune de las células B y los pacientes con esta diabetes no tienen
ninguna de las otras causas de diabetes (ADA, 2014).

La mayoria de los pacientes con este tipo de diabetes son obesos, la obesidad en si provoca
un cierto grado de resistencia a la insulina. Los pacientes que no son obesos segun los criterios,
pueden tener un mayor porcentaje de grasa corporal en la region abdominal. Este tipo de
diabetes rara vez se produce cetoacidosis espontanea, por lo general suele estar asociada con el
estrés de otra enfermedad, como una infeccién (ADA 2014).

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad progresiva que se inicia afios antes
de ser diagnosticada. La hiperglucemia se desarrolla de forma gradual y no suele ser grave y la
mayoria de los pacientes se mantienen asintomaticos. Sin embargo los pacientes tienen mayor
riesgo de desarrollar complicaciones macrovasculares, microvasculares y neuropatias
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(Casanueva, 2008). La secrecion de insulina es defectuosa en estos pacientes e insuficiente para
compensar la resistencia a la insulina. La resistencia a la insulina puede mejorar con la reduccién
de peso y el tratamiento farmacolégico de la hiperglucemia, pero rara vez recupera la
normalidad (ADA 2014).

La resistencia a la insulina es la manifestacién en la captacién y metabolismo de glucosa
por tejidos sensibles a insulina, sobre todo tejido adiposo, musculo e higado. Al inicio se
compensa con un aumento en la secrecién de insulina, manteniendo las concentraciones
normales de glucosa, pero mas tarde se presenta un descenso en su produccién. En estos casos
hay una elevacién en la glucosa postprandial y después un aumento de la glucemia en ayuno. La
hiperglucemia conlleva glucotoxicidad que afecta a la sensibilidad y secrecién de la insulina. Se
ha demostrado en personas con resistencia a la insulina hay lipolisis y elevacién de acidos grasos
circulantes (lipotoxicidad), incremento que reduce mas la sensibilidad a la insulina a nivel celular,
deteriora la secrecidon de insulina pancredtica y aumenta la produccién de glucosa hepatica,
contribuyendo al desarrollo y progresién de la DM2 (Casanueva y col., 2008). El riesgo de
desarrollar esta forma de diabetes aumenta con la edad, obesidad y falta de actividad fisica. Se
produce con mayor frecuencia en mujeres con DMG previa e individuos con hipertensién o
dislipidemia y su frecuencia varia en subgrupos radicales y étnicos. Se asocia con una
predisposicidn genética; sin embargo su genética es compleja y no estd claramente definida (ADA
2014).

6.- Otros tipos especificos de diabetes

Esta categoria incluye la diabetes relacionada con sindromes genéticos especificos,
cirugias, farmacos, destruccion de las células B, infecciones y otras enfermedades. Representa
de 1 a 2 % de casos registrados de este padecimiento y se presenta antes de los 25 afos.
(Casanuevay col., 2008).

a) Defectos genéticos de las células 8

Se asocia con defectos monogenéticos en la funcién de las células B, aparece antes de los 25
afios y se conoce como diabetes juvenil de comienzo en la madurez (MODY, Maturity Onset
Diabetes of the Young). Se caracteriza por deterioro en la secrecién de insulina, pero no por
defectos en su accién, causado por un defecto genético que se hereda con patréon autosémico
dominante (ADA 2014; Tébar y Escobar, 2009; Casanueva y col., 2008).

b) Defectos genéticos de la accion de la insulina

Causas frecuentes asociadas con mutaciones del receptor de la insulina varian desde la
hiperinsulinemia y la hiperglucemia leve a diabetes graves. Algunas personas con estas
mutaciones pueden presentar acantosis nigricans, leprechaunismo o sindrome de Donohue,
sindrome de Rabson-Mendenhall y en mujeres sindrome de ovario poliquistico (ADA 2014; Tébar
y Escobar, 2009).
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¢) Enfermedades del pdancreas exocrino

Cualquier proceso dafino al pancreas puede ocasionar DM. Algunos de los procesos incluyen
pancreatitis, trauma, infeccidén y el carcinoma de pancreas. Con excepcion del cancer, el dafio
debe de ser extenso, lo que implica la reduccion en la masa celular B. La fibrosis quistica y la
hemocromatosis también dafian las células y la secrecidn de insulina (ADA 2014).

d) Endocrinopatias

Las concentraciones hormonales como la hormona del crecimiento, glucagén, cortisol o
catecolaminas antagonizan la accién insulinica, dando lugar a hiperglucemia y DM. (Tébar, 2009).
La acromegalia, el sindrome de Cushing, la glucagonoma y el feocromocitoma causan diabetes,
ocurre en individuos con defectos preexistentes de la secrecion de insulina, cuando se normaliza
el exceso hormonal la hiperglucemia se resuelve (ADA, 2014).

e) Diabetes inducida por farmacos o sustancias quimicas

Algunas sustancias o farmacos (acido nicotinico, glucocorticoides, hormonas tiroideas,
antagonistas a y B adrenérgicos, tiacidas, pentamidina, dilantina, vacor o interferdn a) pueden
afectar la secrecién de insulina o destruir las células B, desencadenando diabetes (Tébar y
Escobar, 2009).

f) F) Infecciones

Ciertos virus se han asociado a la destruccién de células B. Pacientes con rubeola congénita
pueden desarrollar diabetes. Algunos virus como: virus Coxsackie B, citomegalovirus, adenovirus
y paroiditis se han implicado en ciertos casos de diabetes (ADA, 2014).

g) Formas poco comunes de diabetes mediada por inmunidad

Hay dos entidades conocidas: el Sindrome de hombre rigido o Stiff man, afecta en SNCy los
pacientes suelen tener anticuerpos GAD (glutamato descaboxilasa) y un tercio desarrolla
diabetes y los lo que anticuerpos anti-receptor, boquean la accién de la insulina e impiden la
union de insulina a su receptor e induce a la hiperglucemia, se encuentran en pacientes con lupus
eritematoso. Los pacientes con anticuerpos anti-receptor de insulina pueden tener acantosis
nigricans (ADA, 2014).

h) Otros sindromes genéticos asociados a la diabetes

Sindromes genéticos se acompafian de una mayor incidencia de diabetes, como las anomalias
cromosdmicas del sindrome de Down, Klinefelter y Turner. El sindrome de Wolfram es un
trastorno autosémico recesivo, caracterizado por deficiencia de insulina. También se incluye la
diabetes insipida, el hipogonadismo, la atrofia dptica y sordera neuroldgica (ADA, 2014).
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7-. Diabetes mellitus gestacional

La diabetes mellitus gestacional (DMG) es una patologia que involucra al sistema bioldgico
materno, al tejido placentario y al feto (Sanchez, 2011), caracterizada por la intolerancia a la
glucosa con diversos grados de severidad, que inicia durante la segunda mitad del embarazo y
gue puede o no resolverse después del parto (Font, 2010; Polanco, 2005). Las mujeres que
padecieron DMG tienen mayor riesgo de sufrir diabetes tipo 2 después (Nazer, 2005) o en los 10
afios posteriores del embarazo (Font, 2010), hipertension y sindrome metabdlico (Sdnchez y
Hernandez, 2011).

La DMG excluye las diversas formas de diabetes pregestacional (tipo 1 o 2), debido a que
es diagnosticada por primera vez durante el transcurso de la gestacién, dando lugar a un
embarazo de alto riesgo debido a que las manifestaciones clinicas en la madre y el feto son muy
graves (Garcia, 2008). Actualmente la diabetes mellitus y obesidad han llevado a mas casos de
diabetes tipo 2 en mujeres de edad fértil y el nUmero de embarazadas con DM2 no diagnosticada
va en aumento (ADA 2014).

La prevalencia de DMG en el mundo se ha estimado en 7% de los embarazos y va en
aumento. En México, dependiendo de los criterios de diagndstico utilizado se ha informado
entre 3y 19.6% con un promedio de 7% (Font y col., 2010), siendo las adolescentes embarazadas
las que tienen una prevalencia mayor de DMG que las adultas (Casanueva y col., 2008).

7.1-. Factores de riego para desencadenar DMG

Las pacientes embarazadas se clasifican en tres grupos de riesgo para desarrollar diabetes
gestacional:

e Bajo riesgo : pacientes de grupo étnico de bajo riesgo, edad < 25 afios, peso normal al
nacer, sin antecedentes de diabetes en familiares de primer grado, peso normal antes
del embarazo (IMC < 25 kg/m2), sin historia de tolerancia anormal a la glucosa y sin
historia de malos resultados obstétricos (6bito, macrosomia o polihidramnios).

e Riesgo moderado: mujeres que no cumplen criterios de bajo ni alto riesgo.

e Riesgo alto: pacientes de grupo étnico de alto riesgo (pacientes mexicanas), obesidad
severa, antecedentes de diabetes en familiares de primer grado, diabetes gestacional
previa, intolerancia a la glucosa en embarazo, antecedentes de productos macrosémicos
(=4 kg al nacer) o glucosuria. En estas pacientes se debe realizar tamizaje genético o curva
de tolerancia oral a la glucosa (CTGO) entre la semana 24 y 28 de gestacidn o en cualquier
momento si hay sintomas de hiperglucemia (Font y col., 2010; Sanchez y Hernandez,
2011).
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7.2-. Diagnostico

La DMG conlleva a riesgos para la madre y el recién nacido, durante el 2008-2009, la
IADPSG (International Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups), grupo conformado
por organizaciones obstétricas y de diabetes, incluida la ADA desarrollaron el diagndstico de la
DMG. Se recomendd que todas las mujeres que no saben que tienen este padecimiento deben
someterse a una sobrecarga de 75 g de glucosa via oral entre las semanas 24-28 de gestacion.
Ademas, se desarrollaron putos de corte para la glucosa en ayunas (GA) = 92 mg/dl y las
glucemias 1 (> 180 mg/dl) y 2 (= 153 mg/dl) horas postprandial (ADA 2014).

7.3-. Cambios presentados durante la gestacion en mujeres con DMG

Durante la gestacién, se produce un estado diabetogénico por el aumento de hormonas
hiperglucemiantes, provocando resistencia a la insulina, este efecto aumenta a medida que
avanza el embarazo. Si la reserva pancreatica materna responde normalmente, no habra
alteraciones en el metabolismo de la glucosa, pero si esta se encuentra disminuida aparecera la
diabetes gestacional (Varillasy col., 2005).

La diabetes gestacional se distingue por anormalidades en el transporte de glucosa por los
tejidos sensibles a la insulina y en la sensibilidad afectada de las células § del pancreas,
responsable de la sintesis de esta hormona. El metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos
regulado por la insulina, también se ve afectado. Durante el embarazo en la mujer, la
disminucion de la sensibilidad a la insulina (resistencia a la insulina) y la inadecuada secrecién de
esta hormona son los mecanismos fisiopatolégicos que ocasionan la diabetes mellitus
gestacional (Perichart y col., 2006).

El aumento de sustancias producidas durante el periodo de gestacion como la
gonadotropina coridnica humana, estriol, (Font y col., 2010), progesterona, lactogeno
placentario, hormona placentaria del crecimiento, prolactina, cortisol, insulinasa, factor de
necrosis tumoral a y adipocitocinas (leptina, resitina, visfatina, adiponectina), son las que
reprograman la fisiologia materna y causan un estado de resistencia a la insulina para dirigir los
nutrientes al feto para su desarrollo, sobre todo en la segunda mitad de la gestacién (Garcia,
2008). Sin embargo éstas desaparecen después del parto, modificando el ambiente intrauterino
y el metabolismo sistémico materno durante el embarazo, ya que puede haber hipoglucemia en
el primer trimestre, aumentando los requerimientos de insulina al final y condicionar la
necesidad de suspender la insulina inmediatamente en el posparto (Hernandez y Zarate, 2005).

En la segunda mitad de gestacidn se requiere un estado fisioldgico de resistencia a la
insulina para dirigir los nutrientes almacenados en la madre hacia la unidad feto-placentaria para
el crecimiento adecuado del feto. En las mujeres con DMG es mads acentuada la resistencia a la
insulina, modificando el medio intrauterino y causando crecimiento acelerado del feto, con alto
riesgo de macrosomia (Garcia, 2008).
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En la mujer embarazada, la hiperglucemia durante la gestacién provoca
descompensaciones que dan lugar frecuentemente a cetoacidosis, preeclampsia, eclampsia,
infeccion de vias urinarias, polihidramnios, agravamiento de procesos microvasculares
(retinopatia, nefropatia y otras), candidiasis vaginal, prematurez y obito (Font y col., 2010;
Danglot y Gdmez, 2004; Sanchez y col., 2008).

El perfil lipidico durante la DMG, las concentraciones de triacilglicéridos aumenta vy
disminuye el colesterol de alta densidad (HDL). Con la disminucidn de la utilizacién de glucosa
debido a la resistencia a la insulina al final de la gestacidn, se promueve la oxidacion de lipidos,
aumentando la concentracion de acidos grasos libres relacionados con el crecimiento acelerado
fetal y el aumento de cuerpos cetdnicos que afectan el desarrollo intelectual del recién nacido
(RN). La capacidad de la insulina para disminuir la concentracién de acidos grasos plasmaticos es
menor en la DMG (Perichart y col., 2006).

7.4.- Ambiente intrauterino durante la DMG y cambios en la placenta

El desequilibrio endocrinolégico durante la DMG incrementa el riesgo de aparicién de
defectos congénitos en el feto durante su desarrollo intrauterino, como las posibles
complicaciones a largo plazo (Varillas, 2005). Existen factores teratogénicos que se relacionan
con la embriopatia diabética como son, la insulina, hiperglucemia, cuerpos cetdnicos,
alteraciones en la glucdlisis, déficit de acido araquiddnico, inhibicién de la somatomedina, entre
otros (Nazery col., 2005).

Las primeras 7 semanas de gestacidn constituyen el periodo en que la hiperglucemia puede
causar mayor teratogénesis (Arizmendi y col., 2012). La exposicién a un ambiente intrauterino
anormal durante la gestacién y la lactancia modifica el crecimiento y predispone al desarrollo de
enfermedades en la vida adulta (Zambrano, 2009), este concepto se denomina programacion
intrauterina (Polanco y col., 2005).

El desarrollo y crecimiento fetal estd determinado por factores como, el estado nutricional
de la madre, la funcién placentaria y la capacidad del feto para utilizar los nutrientes (Vargas,
2012). La alteracion de la disponibilidad de nutrientes durante el embarazo da resultado a la
adaptacion del desarrollo del feto, pudiendo causar un crecimiento fetal menor (Martinez, 2008).

La malnutricién durante el embarazo, puede producir defectos, como la reduccién del
numero de células de los tejidos, modificacidn estructural de los érganos, la seleccién de ciertos
clones de células y modificacién de en el ajuste de ejes hormonales (Vargas, 2012). Debido a la
prevalencia de obesidad durante la DG, la restriccion caldrica para evitar la excesiva ganancia de
peso, puede conferir riesgo como el aumento de cuerpos cetdnicos en la sangre y orina y efectos
adversos en el crecimiento y desarrollo intelectual del recién nacido (Perichart y col., 2006). La
restriccion de nutrientes en la vida intrauterina adapta al feto y genera bajo peso al nacimiento
gue se asocia con el riesgo de padecer diabetes mellitus, dislipidemia, hipertensién, enfermedad
arterial coronaria y accidentes cerebrovasculares en la vida adulta (Hernandez, 2011).
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La hiperglucemia y la hipoglucemia en la embriogénesis precoz, se puede asociar con el
bajo peso al nacer. Si se produce una deficiencia en nutrientes durante la mitad de la gestacidn,
afecta al feto pero no a la placenta.

La hipertrofia placentaria es un mecanismo de adaptacion para mantener el aporte de
nutrientes, al final de la gestacion, el efecto de la malnutricion materna es inmediato: se retrasa
el crecimiento fetal y se altera la relacion entre el feto y la placenta (Vargas, 2012). La funcién
de la placenta en el desarrollo anormal de los productos de madres diabéticas es muy
importante. La placenta de madres diabéticas tiene alteraciones estructurales y funcionales,
siendo de mayor tamafio y mayor cantidad de factor de crecimiento placentario (PIGF),
relacionado con neovascularizacién. Se han observado alteraciones en la exposicién de las
proteinas de unidn celular vascular de la placenta, lo que sugiere alteraciones en el
funcionamiento de la barrera placentaria. Las placentas de madre diabética tienen mayor
cantidad de glucégeno con aumento en la actividad de la tirosincinasa del receptor placentario
de insulina, que a su vez aumenta la capacidad de unién de la insulina a la placenta (Polanco y
col., 2005).

Los cambios patoldgicos observados en la placenta incluyen el engrosamiento significativo
de la membrana basal del trofoblasto, separacién de la membrana basal en capilares basales,
desorganizacion del espacio perivascular y disminucién de la superficie vascular de las
vellosidades (Garcia y Garcia, 2009). También se ha observado alteracién en la expresién de
genes de proteinas de unidén celular vascular. La induccién de diabetes modifica la expresion de
los genes laminina B y fibronectina en la placenta de ratas diabéticas; cambios demostrados en
la placenta de mujeres diabéticas a término, lo que conduce a una alteracidn en la adhesién
celular a este nivel impidiendo el funcionamiento normal del tejido placentario. Los niveles de
ET-1 y PGE2 (prostaglandina E2) constrictores vasculares en la placenta diabética, se relaciona
con insuficiencia placentaria e hipoxia fetal (Garcia y Garcia, 2009).

7.5.- Alteraciones y malformaciones congénitas en hijos de madre diabética

Las alteraciones en los hijos de madre diabética (HMD) van a depender de la gravedad de
la diabetes, el grado de descontrol metabdlico y el momento de la gestacidn en la que se inicia
la diabetes. Cuando la madre presenta diabetes antes de la gestacidon hay mayor incidencia de
abortos espontdneos, mortalidad perinatal y malformaciones congénitas (Rosenn y col., 1994).
La diabetes materna es un factor de riesgo independiente para la muerte fetal, cerca de la mitad
de las muertes fetales ocurre antes de la semana 30 de gestacion y la mayoria de los fetos tienen
restriccion de crecimiento asociado a preeclampsia y/o nefropatia diabética (Arizmendi, 2012).
Las principales causas de morbilidad y mortalidad perinatal son la hipoxia y acidosis fetal
(sindrome de insuficiencia respiratoria del recién nacido), la hipoglucemia e hipocalcemia. La
mayor parte de las malformaciones congénitas (MC) en los HMD ocurre entre la cuarta y séptima
semana de gestacion, periodo donde se producen procesos teratogénicos (Polanco y col., 2005).
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Se consideraba que la insulina per se como un factor teratogénico, sin embargo la placenta
es una barrera que evita el paso de la insulina materna al feto, considerando que tendria que ser
la insulina fetal la que estuviera produciendo alteraciones. La hiperinsulinemia ocurre durante
la segunda mitad de gestacion, cuando ya paso la etapa embriogénica, afectando su crecimiento
y su desarrollo, generando macrosomia y visceromegalia a nivel cardiaco y hepatico (Polanco y
col., 2005; Arizmendi y col., 2012).

La glucosa materna podria ser el factor que mas afecta el desarrollo durante la
embriogénesis (Polanco y col., 2005). Existe mas de una alteracién en el ambiente del embridn
de madre diabética capaz de inducir un desarrollo anormal y probablemente la alteracién mas
importante es el incremento de la concentracion de glucosa que tiene numerosas consecuencias
metabdlicas en el embridén (Garcia y Garcia, 2009); en los HMD con pobre control metabdlico
existe mayor incidencia de MC, una minima elevacién de glucosa en etapas tempranas de la
gestacion provoca aumento en la frecuencia de MC (Nordstrom y col., 2002).

La exposicion del feto a concentraciones elevadas de glucosa plasmatica de la madre
durante el segundo y tercer trimestre, da como resultado a las complicaciones del HMD, siendo
las siguientes las mas comunes (Front y col., 2010):

e Obito o mortinato: muerte fetal considerada desde la semana 20 de la gestacidn hasta el
momento del parto.

e Macrosomia: RN con peso mayor a 4000 g, se caracteriza por aumento en el tejido graso,
incremento de la masa muscular y organomegalia, sin incremento del tamano de la masa
cerebral; con fenotipo caracteristico: son grandes, con peso y talla encima de la media
para su edad gestacional. Uno de los marcadores séricos de macrosomia es la leptina, los
niveles se encuentran aumentados en sangre de corddn en recién nacidos con peso
grande para la edad gestacional, HMD e indice de masa corporal aumentada.

e Trauma obstétrico: trabajo de parto prolongado, distocia de hombros o fracturas dseas
(clavicula y humero), asfixia, pardlisis del plexo braquial, pardlisis diafragmatica y
hemorragia intracraneana.

e Prematurez: producto menor a 37 semanas de gestacion.

e Asfixia perinatal: afecta el SNC, corazén y rifidn (Danglot y Gomez, 2004).

e Complicaciones metabdlicas.

o Hipoglucemia: glucemias menores a 40 mg/dl después de las 72 hrs. La hiperglicemia
fetal resultado de la hiperglicemia materna, al nacer se interrumpe la glucosa,
aumenta la secrecion de insulina en el pancreas fetal, derivando hipoglucemia fetal.

o Hipocalcemia e hipomagnesemia: concentracién de calcio sérico menor a 7mg/dl, e
hipomagnesemia con niveles séricos de Mg menores a 1.5 mg/dl. Tras el nacimiento
se interrumpe el paso transplacentario de los niveles de calcitonina, PTH, vitamina D
y disminucidn del calcio sérico (Danglot y Gémez, 2004; Salvia y col., 2008; Arizmendi
y col., 2012).
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e Alteraciones hematoldgicas.

o Policitemia: hematocrito mayor al 65% o una hemoglobina mayor a 20 mg/dl, no
todos los neonatos presentan hiperviscosidad.

o Hiperbilirrubinemia: concentracion mayor de 4 mg/dl de bilirrubina indirecta en
sangre del corddn, mas de 6 mg/dl en las primeras 12 hrs de vida, presentando
ictericia. EIl HMD presenta mayor masa de células rojas, eritropoyesis inefectiva e
inmadurez hepdtica para la conjugacion y excrecion de bilirrubina (Danglot y Gomez,
2004; Salvia y vol., 2008; Arizmendi y col., 2012).

e Deficiencia de hierro: el 65% de HMD cursan anormalidades en el metabolismo de hierro,
baja concentracién de ferritina y un aumento en la capacidad de unién de hierro,
disminucion de la saturacion de la transferina e incremento en la concentracién de
protoporfirina libre del eritrocito indicando una acelerada eritropoyesis. La deficiencia de
hierro ocasiona riesgo en el neurodesarrollo (Danglot y Gdmez, 2004; Salvia col., 2008;
Arizmendiy col., 2012).

e Inmadurez funcional: retraso sobre la maduraciéon morfolégica y funcional de algunos
6rganos (pulmones, paratiroides e higado) atribuido a la insulina (Danglot y Gémez, 2004;
Salvia y col., 2008; Arizmendi y col., 2012).

e Alteraciones musculo-esqueléticas: sindrome de regresion caudal, labio leporino con o
sin paladar hendido, costilla bifida, costilla “ondulada”, extremidades cortas,
gastrosquisis y craneosinostosis.

e Alteraciones cardiovasculares: trasposicion de los grandes vasos con o sin defectos del
septum ventricular, defectos del septum ventricular, coartacion de la aorta, defectos del
septum auricular, hipoplasia del corazén izquierdo, tetralogia de Fallot y estenosis
pulmonar

e Alteraciones del Sistema Nervioso Central: defectos del tubo neural, anencefalia con o
sin hernias de elementos neurales, hidrocefalia, hidranencefalia, microcefalia, espina
bifida.

e Alteraciones renales: agenesia renal, rifidn poliquistico, duplicacién de uréter, situs
inversus, hidronefrosis, reflujo vésico-ureteral.

e Alteraciones gastrointestinales: atresia duodenal, atresia anorrectal, sindrome del colon
izquierdo pequeiio, malrotacién intestinal.

e Otras alteraciones: retraso en el crecimiento fetal (presentado en diabéticas con
vasculopatia y flujo placentario disminuido), pseudohermafroditismo, hipospadias,
atresia vaginal, arteria umbilical Unica (Polanco y col., 2005).

8.- Estreptozotocina (STZ)

En 1963, Rakieten y colaboradores informaron que la estreptozotocina era un agente
diabetogénico. Este sindrome de insulinopenia, fue llamado “diabetes por estreptozotocina,
causado por la necrosis especifica de las células beta pancreaticas, ha sido desde entonces un
agente de eleccidon para induccion de diabetes mellitus en animales (Lenzen, 2008).
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La estreptozotocina (STZ) es un derivado de nitrosourea aislado de Streptomyces
achromogenes con actividad antibidtica y antineoplasica. Este agente alquilante interfiere en el
transporte de glucosa y la funcién de la glucocinasa (Arias y Balibrea, 2007).

La STZ induce dafio al ADN debido a la alquilacién de sitios especificos de sus bases
generando radicales libres, como el ON; durante su metabolismo. Se ha encontrado que este
compuesto aumenta la generacién de radical libre superdxido por el sistema xantina oxidasa de
las células pancreadticas, de la misma forma que estimulan la produccién de H,0; causando la
fragmentacion de ADN en los islotes pancreaticos aislados de rata (Mora y col., 2009).

La molécula de STZ consta esencialmente de glucosa ligada a un fragmento reactivo de
nitrosourea y es internalizada a través de los trasportadores celulares de glucosa. Una vez
dentro, el fragmento de nitrosourea es liberado y ejerce su actividad téxica.

Las células pancredticas son mas activas que las demas en la captacion de glucosa,
resultando mas sensibles al afecto de la STZ (Arias y Balibrea, 2007).

Figura #1. Molécula de estreptozotocina.

Debido al efecto diabetogénico de la STZ para inducir diabetes experimental es capaz de
inducir un aumento de los niveles de glucosa a las 48 hrs posterior a la inyeccion, alcanzando
niveles de 350 mg/dl| (Flores, 2006). La induccion de diabetes gestacional por STZ debe hacerse
con precaucion ya que puede atravesar la placenta y ocasionar dainos en general y en las células
pancredticas en desarrollo, para evitarlo es recomendable inyectar a las ratas antes del 6°dia de
gestacion antes de la implantacion, para que las alteraciones que se presenten sean a causa de
la hiperglucemia y no de la accién de STZ (Polanco y col., 2005). El resultado en animales como
consecuencia de la administracién de STZ, es que entran a una fase de hiperglucemia sufriendo
una mayor disminucidn de peso corporal. La pérdida de peso en los diabéticos no controlados es
el resultado de la pérdida de proteina debido a la imposibilidad de usar los carbohidratos como
fuente de energia; también existe relacion con la pérdida de peso con la excesiva diuresis
caracteristica de la diabetes (Mora y col., 2009).
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9.- Diabetes experimental y alteraciones en crias de ratas diabéticas

Se utilizan varios modelos de experimentacion de diabetes gestacional con la finalidad de
estudiar las alteraciones en el desarrollo de los fetos y determinar si la diabetes puede ser
transmitida a la siguiente generacién debido al ambiente hiperglicémico.

El método mas utilizado para lainduccién de diabetes es por medio de STZ en alguna etapa
de la gestacién (Polanco y col., 2005). La diabetes materna experimental en ratas afecta el
desarrollo de los fetos, produciendo un aumento del nimero de reabsorciones, disminucién del
numero de crias por camada, disminucién del peso de las crias, retraso en el crecimiento y
aumento de la frecuencia de malformaciones congénitas (Palomino y col., 1998).

Cuando las ratas son sometidas a diabetes gestacional severa (destruccién de la mayoria
de las células B), los fetos son expuestos a concentraciones elevadas de glucosa. La
hiperglucemia induce a la hipertrofia de los islotes de Langerhans y la hiperactividad de las
células B, dando resultado a hiperinsulinemia temprana. Las células B son estimuladas
excesivamente y la secrecion de insulina es mds rdpida que su biosintesis, agotando las células
B siendo incapaces de secretar insulina dando como resultado hipoinsulinemia fetal, reduciendo
la absorcidn de glucosa fetal y por consiguiente nacimiento con bajo peso. El crecimiento de la
masa proteica fetal se suprime y la sintesis de proteina es menor. Las crias de ratas provenientes
de diabetes materna fueron crias pequefias (micrésomicas) al momento de nacer, el crecimiento
fue paralelo a las crias control, pero sin alcanzar el tamafio adecuado; el crecimiento perinatal
retardado tiene efecto a largo plazo en el peso corporal (Van Assche, 2001).

Las crias de rata con DG presentaron resistencia a la insulina, la disminucién de la
sensibilidad a la insulina se observd en el higado y tejidos extra-hepaticos y la captacion de
glucosa periférica es reducida en los musculos esqueléticos. La exposicidn a la diabetes materna
durante la vida fetal y neonatal tiene consecuencias en las crias en la funcidn vascular es decir,
en la presién arterial y frecuencia cardiaca (Van Assche, 2001).

Estudios sobre la funcién vascular in vitro en arterias mesentéricas aisladas de CRD,
mostraron una relajacion reducida de dilatadores y dependientes de endotelio y una mayor
contraccion a la noradrenalina. El medio diabético intrauterino ha confiado a las crias de las ratas
diabéticas una predisposicién a los trastornos cardiovasculares graves en la edad adulta (Van
Assche, 2001). La hiperglucemia per se tiene poder teratogénico, provoca dafio en el ADN vy
produce cierto grado de estrés oxidativo (EO), aumentando la produccién de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y NO, asi como la peroxidacion de lipidos y la carboxilacién de proteinas,
disminuyendo al mismo tiempo los sistemas amortiguadores y antioxidantes. En etapas
tempranas del desarrollo, la glucosa puede dafiar al ADN y provocar mutaciones que impidan la
expresion de genes para la embriogénesis normal, aun la hiperglucemia moderada durante un
periodo corto es capaz de producir mutaciones al ADN (Polanco y col., 2005).
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La oxidacion de glucosa en exceso afecta la expresion de genes del desarrollo como el
PAX3. Se considera que el transporte de glucosa mediado por el GLUT2 durante la embriogénesis
es responsable de los efectos embriopaticos de la diabetes materna. El aporte incrementado de
glucosa a tejidos embrionarios ante la formacién del sistema circulatorio, aumenta su
metabolismo oxidativo con incremento del consumo de O,. La hipoxia excede los limites
fisiolégicos que caracterizan al desarrollo normal. Estas condiciones pueden estimular la
produccién mitocondrial de radical libre superdxido llevando a un estado de EO como
consecuencia de la oxidacidn de la glucosa en exceso, teniendo efecto embriotéxico (Garcia y
Garcia, 2009).

Se ha propuesto que el estrés oxidativo provoca alteraciones en la activacion sincrénica de
genes en el control de la morfogénesis temprana y por lo tanto, los defectos congénitos se
producen por un mecanismo diferente al de induccion de muerte celular directa por dafio
oxidativo al material genético, rotura de las cadenas del ADN y apoptosis (Garcia y Garcia 2009).

El aumento en la formacidon de ROS y NO tiene influencia en el desarrollo de la embriopatia
diabética. No se conoce el mecanismo mediante el cual la hiperglucemia genera aumento en la
formacion de radicales libres de O, en los embriones de madres diabéticas, hay pruebas de como
se producen en tejidos como el endotelio de vasos sanguineos (Polanco y col., 2005).

La formacién de productos finales de la glicolisis (AGE) puede causar roturas de cadena
simple en el ADN gendmico, teniendo serios efectos teratogenicos. Dichos efectos pueden ser
estimulados por la glicosilacion de las histonas, que tienen un rol estructural en el
mantenimiento de los nucleosomas y por consiguiente la integridad del ADN. El aumento de las
concentraciones de ROS en la diabetes materna afecta la produccién de la enzima glucolitica
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Polanco y col.,, 2005), que actua como
cofactor de transcripcional del ciclo celular y puede ser necesario para la induccion de la
transcripcién del gen PAX3 (Garcia y Garcia, 2009).

En embriones de ratas diabéticas se observd in vivo e in vitro disminucién en la produccién
de GAPDH, que se relaciona directamente con aumento en la frecuencia de malformaciones
congénitas (MC). Un efecto en la sobreproduccion de ROS podria ser el aumento en la
peroxidacién de lipidos. Los productos principales de la peroxidacién de lipidos, los
hidroperéxidos (estimulantes de la biosintesis de prostaglandinas, pero no de prostaciclinas),
producen desequilibrio para el embrién. Los isoprotanos se utilizan como marcadores de la
peroxidacidn lipidica, son isdmeros de prostaglandinas que se forman a través de la reaccidon no
enzimdtica del acido araquiddnico con radicales libres (Polanco y col., 2005). En ratas diabéticas
y sus fetos, el isoprotano 8-iso-prostaglandina F2a es mas elevado que en los controles, indicando
aumento en las concentraciones de peroxidacion lipidica (Van Assche, 2001).
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También se observé aumento en la carboxilacion proteica, que se relaciona con dafio
tisular en el EO en las madres diabéticas y sus fetos. Estos 2 parametros correlacionan con el
aumento en las MCy en las reabsorciones, lo que indica la participacién de la sobreproduccion
de ROS en la génesis de la embriopatia diabética (Cederberg y col., 2001).

La hiperglucemia disminuye la eficiencia de los mecanismos amortiguadores de las ROS,
ademas de aumentar la produccion de ROS. En cultivos de embriones de rata diabética se
observo la disminucion de enzimas oxidantes como la superéxido dismutasa (SOD) y la catalasa,
lo que se relaciona con el aumento en la incidencia de MC, disminucion del peso y del contenido
de proteinas de los productos (Eriksson y Borg, 1991).

Se comprobd que la adicién de citrulina, SOD, catalasa y glutatidon peroxidasa tiene efecto
protector en embriones de ratas cultivadas en suero diabético; la SOD disminuye el retraso en
el crecimiento y las malformaciones embrionarias (Eriksson y Borg, 1991).

Existe también la disminucién de glutation que se encuentra en la mayor parte de las
células, siendo una defensa celular contra el EO, pues actia como amortiguador contra ROS. La
adicion de antioxidantes como la vitamina Cy E al medio de cultivo diabético puede disminuir el
efecto de la diabetes en la organogénesis (Polanco y col., 2005).

El ambiente intrauterino esta alterado por la sobreproduccién de cuerpos ceténicos, en
especial de B-hidroxiburato, producido en mayor cantidad en fetos de ratas diabéticas. La
glucosa y los cuerpos cetdnicos actlan para producir retraso en el crecimiento e inducir
malformaciones. En la placenta de rata diabética se observa que son mas grandes y pesadas que
las controles, con mayor cantidad de glucégeno desde el dia 16 hasta el 22, asi como el contenido
de ADN, lo que sugiere que contintan con el proceso de sintesis de ADN después de término, en
comparacion de las controles. El flujo sanguineo total de la placenta se encuentra disminuido, lo
gue manifiesta que la placenta aumenta de tamafio para compensar la disminucidn del flujo. A
pesar que el flujo esta disminuido, no se modifica la transferencia placentaria de las grandes
cantidades de glucosa hacia el feto; también las placentas de rata diabética acumulan grandes
cantidades de glucdgeno, debido a la hiperglucemia de la madre (Polanco y col., 2005).

Cuando las crias de madre diabéticas se prefiaban desarrollaban intolerancia a la glucosa,
teniendo niveles altos de glucosa y concentraciones bajas de insulina. Estas crias desarrollas
hiperglucemia leve, lo que podria contribuir en la sintesis de radicales libres y peroxidacién de
lipidos (Van Assche, 2001). La progenie de estas crias serd hiperglicémica y microsémica. La
transmisién de efectos de madre diabéticas a las siguientes generaciones pasa a través de la via
materna. Los machos provenientes de DG tienen intolerancia a la glucosa, pero no transmiten a
su descendencia. Otros investigadores encontraron evidencia de efectos transgeneracionales
por via paterna, concluyendo que tanto la linea materna y paterna pueden trasmitir cambios
epigenéticos en las crias, sin embargo la linea materna probablemente tenga mayor impacto,
dado que esta es la que provee el ambiente intrauterino para el desarrollo de las crias
(Zambrano, 2009).
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10.- Alteraciones en crias de ratas diabéticas durante la vida adulta

En las crias de rata diabética (CRD) se encuentran alteraciones en el metabolismo de la
glucosa, que va desde alteraciones en la tolerancia de la glucosa hasta la DM2. Se reportd
hiperglucemia en los fetos de rata diabética, lo cual se explica por la transferencia placentaria
de grandes cantidades de glucosa, hasta 40% de las crias de madre diabética sufren
hiperglucemia durante la vida extrauterina.

Esto se explica por el dafio pancredtico producido durante el desarrollo fetal. Estas ratas
mueren antes de los 30 dias vida extrauterina, las ratas sobrevivientes tienen glucosa en ayuno
normal, pero 45% presenta alteraciones en la curva de tolerancia a la glucosa durante su
gestacion. Tal vez se deba, a que durante el desarrollo fetal estas crias estuvieron expuestas al
aumento de transferencia de glucosa de la madre al feto, lo que provocaria hipertrofia de los
islotes fetales (Polanco y col., 2005).

En la funcién reproductiva en las CRD se demostro retraso en la secrecidn de las hormonas
liberadoras de gonadotropina y luteinizante, lo que demora el inicio de la etapa reproductiva.
También se observé la disminucidn del tamafio de los testiculos y ovarios de las crias desde el
nacimiento hasta la etapa reproductiva, asi como el retraso del inicio de la pubertad en crias
hembras (Polanco y col., 2005).

11.- Consecuencias a largo plazo en hijos de madres diabéticas

Algunas enfermedades metabdlicas del adulto, como la DM, pueden tener origen fetal. La
hiperplasia de las células B e hiperinsulinismo que se observa en los fetos de madre diabética
inducen cambios irreversibles en el pancreas, que ocasiona intolerancia a la glucosa, obesidad,
incluso DM2. Las alteraciones en la tolerancia de la glucosa persisten por lo menos hasta la
tercera generacion (Polanco y col., 2005).

Las causas fundamentales de programacidn se asocian con la alteracién materna durante
el embarazo vy, por lo tanto, el ambiente fetal. El ambiente fetal subdptimo, debido a la nutricién
inadecuada, infeccidn, anemia, hipertensidn, inflamacién, diabetes gestacional o hipoxia en la
madre, expone al feto a factores hormonales, de crecimiento, citosinas o adipocinas. Estos
afectan los pardmetros metabdlicos del sistema inmunitario, vasculares, renales,
hemodinamicos, del crecimiento y mitocondriales en etapas posteriores a la vida, que originan
deficiencia en la homeostasis de la glucosa, resistencia a la insulina, DM2, hipertension,
enfermedad cardiovascular, obesidad y enfermedad cardiaca (Martinez, 2008).

El bajo peso al nacer, cuando es seguido de un crecimiento acelerado durante la infancia y
gran adiposidad central en la vida adulta, es un factor de riesgo para sufrir enfermedad
cardiovascular y DM2 (Martinez, 2008).
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El aumento de peso durante el embarazo por la ingesta excesiva de alimentos favorece el
sobrepeso fetal que deriva en obesidad y trastornos endocrinos en la vida adulta. Esto se debe
a que el incremento de peso materno altera el ambiente intrauterino produciendo cambios
permanentes en el hipotadlamo, islotes pancredticos, el tejido adiposo y el sistema que regulan
el peso corporal (Valencia, 2011).

La relacidn entre el crecimiento intrauterino y la hipertensién arterial (HTA), diversos
autores sugieren que las condiciones intrauterinas adversas podrian llevar a un aumento de la
presioén arterial fetal para mantener la perfusidn placentaria persistiendo tras el nacimiento. Se
observd que la presidon arterial mas elevada se producia en personas que habian sido recién
nacidos pequenos con placentas grandes. No se sabe que inicia la HTA en la vida intrauterina,
pero el cortisol parece desempeiiar un papel. El recién nacido con retraso en el crecimiento tiene
una concentracién de cortisol plasmatica elevada, lo que podria inducir en HTA en la vida adulta
quizds al mejorar la sensibilidad vascular a la angiotensina Il (Vargas, 2012).

12.- Sistema cardiovascular

El sistema cardiovascular esta formado por el corazén y vasos que forman una red de
transporte de la sangre (figura #2). A través de este sistema, el corazén bombea sangre a través
del amplio sistema de vasos del cuerpo. La sangre transporta nutrientes, gases (02, CO,),
electrolitos, hormonas y retira los desechos. Ademas regula el pH corporal y la temperatura del
cuerpo (Ponce, 2004; Moore, 2003).

La sangre a alta presion abandona el corazén y es distribuida en el cuerpo por un sistema
ramificado de arterias de paredes gruesas. Los vasos distribuidores finales —arteriolas- entregan
sangre oxigenada a los capilares, que forman un lecho capilar donde ocurre el intercambio de
oxigeno (0), nutrientes, productos de desecho y otras sustancias con el liquido extracelular. La
sangre que proviene del lecho capilar pasa a través de las vénulas de paredes delgadas que se
asemejan a capilares anchos. Las vénulas drenan en venas pequefias que se abren en venas de
mayor tamafio. La vena cava superior e inferior (VCS y VCI) retornan sangre poco oxigenada al
corazon (Ponce, 2004; Moore y Agur, 2003).

La gran circulacion, general o sistémica que comprende: el ventriculo izquierdo, la aorta 'y
todas las arterias que de ella originan, los capilares y las venas que conducen la sangre a la
auricula derecha. En esta circulacion desembocan los vasos linfaticos: el conducto toracico a la
izquierda y el conducto linfatico derecho a la derecha.

La pequeria circulacion o pulmonar, que incluye: el ventriculo derecho, la arteria pulmonar
y sus ramas, las venas pulmonares y la auricula izquierda. En esta circulacién, las arterias
contienen sangre carboxigenada y las venas, sangre oxigenada: es lo contrario de lo que sucede
en la circulacién sistémica (Latarjet y Ruiz, 2005).
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Figura #2. Circulacion mayor y menor. El sistema circulatorio efectua 2 tipos de circulacién, denominadas
menor o pulmonar y mayor o sistémica. La menor recoge la sangre cargada de desechos y transportarla
hasta los pulmones y ser nuevamente renovada. La mayor por su parte conduce a todo el organismo la
sangre limpia y oxigenada a todos los rincones del cuerpo.

13.- Vasos sanguineos

Los cinco tipos principales de vasos sanguineos son: las arterias conducen la sangre desde
el corazén hacia otros érganos. Las grandes arterias abandonan el corazén y se dividen en
arterias musculares de medio calibre que se distribuyen a diferentes regiones del organismo. Las
arterias de mediano calibre se dividen en pequefias arterias, que se dividen a su vez en arterias
mas pequefias llamadas arteriolas. Estos a su vez entran en un tejido y se ramifican en vasos
llamado capilares, que permiten en intercambio de sustancias entre la sangre y tejidos
corporales. Los capilares dentro de un tejido se reunen para formar pequefias venas llamadas
vénulas. Estas convergen formando vasos mas grandes llamadas venas, vasos que transportan
la sangre desde los tejidos de regreso al corazdn. Los vasos sanguineos requieren O; y nutrientes

igual que los tejidos, asi que estan irrigados por sus propios vasos llamados vasa vasorum.
(Tortora y Derrickson, 2006).
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Los vasos linfaticos son conductos de pared fina revestida de epitelio, no contiene células
sanguineas; actian como sistema de drenaje, devolviendo el liquido de espacios intersticiales a
la sangre. También son via de propagacion de enfermedades, al trasladar a las bacterias o células
tumorales a sitios distantes (Frederick y col., 2000).

13.1-. Estructura de la pared vascular

Los elementos basicos de la pared vascular son: células endoteliales, fibras musculares lisas
y matriz extracelular que contiene macromoléculas como elastina, colageno, proteoglucanos
(dermatan sulfato presente de 60-80 %) y glucoproteinas estructurales (fibronectina, laminina)
(Frederick y col., 2000; Dvorkin y col., 2010).

La pared de las arterias estd formada por 3 capas o tunicas:

1) Tunica interna o intima: contiene un revestimiento llamado endotelio, una membrana
basal y una capa de tejido elastico llamada Idmina eldstica interna.

2) Tunica media: estd constituida por fibras eldsticas y musculares lisas. También posee una
Idmina eldstica externa compuesta por tejido elastico.

3) Tunica externa o adventicia: compuesta por fibras elasticas y colagenas, fibras nerviosas
y vasa vasorum dispersos (Frederick y col., 2000; Dvorkin y col., 2010).
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Figura #3. Estructura anatdmica de vasos sanguineos.
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13.2-. Clasificacion de las arterias

Existen 3 clases de arterias:

1) Arterias gruesas o eldsticas: también se denominan arterias de conduccion, conducen la
sangre desde el corazdn hacia las arterias musculares. Su diametro es superior a 1cm, su
tunica media contiene una proporcion alta de fibras eldsticas. Su ldmina eldstica es
incompleta y su Idmina externa es delgada. Ejemplos de estas arterias son: la aorta y
tronco braquiocefalico, cardtida comun, subclavia, vertebral pulmonar, vy arterias iliacas)

2) Arterias de mediano tamano o musculares: también se denominan arterias de
distribucion, distribuyen la sangre hacia el organismo. Didmetro entre 0,1 y 10 mm. Su
tunica media contiene mas musculo liso y menos fibras elasticas, por ello son capaces de
una mayor vasoconstriccién y vasodilatacidon. La mayor cantidad de musculo liso, torna
las paredes relativamente mas gruesas. Poseen una delgada Idmina eldstica interna y
una /dmina eldstica externa prominente. Ejemplos de estas arterias son: la arteria
braquial en el bazo y \a arteria radial en el antebrazo.

3) Arterias pequenas (<2mm de didametro) discurren en el interior de los tejidos y 6rganos.
(Frederick y col., 2000; Tortora y Derrickson, 2006).

14.- Endotelio

Al endotelio antes solo se consideraba como una capa monocelular inerte y lisa que
constituia la parte interna del vaso sanguineo, que delimitaba el exterior con el interior de los
vasos sanguineos y que actuaba como barrera entre el plasma y el tejido y la Unica funcidn era
evitar que se desgastara el musculo liso vascular, hasta que fue reconocido como un importante
regulador de la funcién vascular (Hurairah y Ferro, 2004).

Fue en el afio de 1980, Furchgoott y Zawadazki comprobaron en anillos aislados de aorta
de conejos, reportaron una respuesta vasodilatadora inducida por acetilcolina (Ach), solo si
durante el experimento se tenia cuidado de no dafiar el endotelio y una respuesta nula en
ausencia del endotelio. Esto dio origen a la idea que el endotelio liberaba una sustancia
responsable de la relajacidn inducida por la Ach, la cual fue llamada “factor relajante derivado
del endotelio” (EDRF) (Furchgott y Zawadazki, 1980).

Las células endoteliales (CE) y células musculares lisas (CML) son los principales
componentes de las paredes de los vasos sanguineos. Las células endoteliales forman un
monocapa que tapiza la cara luminal interna de las arterias, venas capilares y vasos linfaticos
(Esteller, 2005). Su estructura y funcién son fundamentales para mantener las homeostasis de
las paredes vasculares y la funcién circulatoria, estando orientadas en direccion del flujo
sanguineo en forma longitudinal. Esta disposicidn, es protectora y permite que la presién pulsatil
favorezca la liberacion de NO. En las bifurcaciones y ramificaciones de los vasos sanguineos las
CE adoptan una forma romboidal (Frederick col., 2000; Dvorkin y col., 2010).
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En el endotelio se encuentra dos zonas especializadas, la apical o luminal y la basal que
interaccionan con las proteinas de la matriz extracelular (MEC) de la ldmina basal a la que estd
adherida, anclando las células al subendotelio (Esteller, 2005).

14.1.- Funcion del endotelio

El endotelio vascular es un drgano que estd implicado en distintas actividades por su
capacidad de modificar su funcionalidad y regular la sintesis de diversos factores en respuesta a
cambios humorales, quimicos o mecdnicos en la sangre o en las células sanguineas (Esteller,
2005), siendo las funciones del endotelio las siguientes:

e Mantiene el tono vascular y por lo tanto la presion arterial por medio de la liberacién de
sustancias vasodilatadoras como: NO / EDRF, prostaciclina (PGl,), factor hiperpolarizante
derivado del endotelio (EDHF) y peréxido de hidrogeno (H:02) y sustancias
vasoconstrictoras: endotelina 1 (ET-1), angiotensina Il (Ang-Il), tromboxano A2 (TXA;),
prostaglandina H2 (PGH3) y radicales libres de oxigeno (RLO) (Esteller, 2005; Longo y col.,
2012).

e Creacidn de una superficie antigregante y antitrombética, por la presencia de cargas
eléctricas negativas y sintesis de inhibidores de la agregacidon plaquetaria. Participando el
NO vy la PGl;y moléculas como el hepardn sulfato, proteina C reactiva y el factor activador
del plasmindgeno (t-PA) (Esteller, 2005).

e Actla como barrera permeable selectiva que interviene en mecanismos de pinocitosis y
fagocitosis (Dvorkin y col., 2010).

e |[nterviene en la interaccién con leucocitos, mediante moléculas de adhesiéon como las
selectinas (P-selectina, E-selectina, L-selectina), superfamilia de inmunoglobulinas (ICAM-
1, ICAM-2, VCAM-1) y secrecién de moléculas quimiotacticas (MCP-1, IL-8) (Dvorkin y col.,
2010).

e Controla el crecimiento del musculo liso vascular (MLV) mediante factores mediante
factores que inhiben el crecimiento (heparina, glucosaminoglucanos, EDRF NO, TGF-a) y
que lo promueven (PGDF, IGF-I, IL-1, FGF, ET-1) (Dvorkin y col., 2010).

e Participa en la homeostasia.

e Interviene en la conversidn de angiotensina | en angiotensina Il

e Participa en el desarrollo y remodelado de los vasos sanguineos (angiogénesis)

e Secreta componentes estructurales de la matriz extracelular: colageno,
glucosaminoglucanos, fibronectina

e Interviene en el metabolismo de los lipidos plasmaticos. La lipasa de lipoproteinas (LPL)
estd ligada a la superficie de la célula endotelial por los heparansulfatos (Dvorkin y col.,
2010).
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15.- Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es un gas que se difunde desde las células endoteliales a las células
musculares lisas de la pared vascular (Martinez y Sanchez, 2004). El Oxido nitrico posee un
electrén no apareado en su estructura molecular por lo que se considera como radical libre. A
temperatura ambiente, el NO es un gas y su solubilidad en medio acuoso es similar a la del
oxigeno, lo que permite difundir con gran facilidad a través de las membranas bioldgicas que
existen en la naturaleza. Debido a sus propiedades quimicas, el NO reacciona con diversos
compuestos y elementos como el oxigeno, hierro (grupo hemo), sulfihidrilos (tioles), nitrégeno;
por lo que no solo constituye un regulador de funciones celulares, sino también participa de
manera directa o indirecta en diversos procesos fisiopatolégicos (Hicks, 2007).

El NO es producido por células endoteliales y células del corazén, actia como regulador
paracrino, autocrino e intracrino de la funcién cardiaca a través de acciones directas sobre los
cardiomiocitos y acciones indirectas consecuencia de sus efectos vasculares. En el miocardio el
NO regula entre otros procesos el acoplamiento excitacién-contraccién, la frecuencia cardiaca
(FC), el tono vegetativo, la respiracién mitocondrial (metabolismo energético), procesos de
hipertrofia y apoptosis y la fase tardia del pre-acondicionamiento isquémico (Duin y Sosa, 2010).

A nivel vascular el NO controla el tono vascular por su accién vasodilatadora, de esta
manera protege a los vasos sanguineos de la agregacién por la turbulencia de la sangre. También
inhibe la agregacion plaquetaria, la proliferacion de las CML (Jiménez, 2010), antioxidante e
inhibidor de la expresion de moléculas de adhesion (CAM) y de la adhesién de monocitos
(Badimon y Martinez, 2006).

15.1.- Sintesis enzimdtica de oxido nitrico

El éxido nitrico se sintetiza en diversas células ademdas de las endoteliales a partir del
aminodcido L-arginina por medio de 3 isoformas de la éxido nitrico sintasa (NOS) que son
enzimas citosolicas con genes diferentes, dos son dependientes de Ca?*/ calmodulina y una
independiente de Ca?*inducida por citocinas con propiedades farmacoldgicas similares al FRDE.
Esta reaccién compleja necesita oxigeno molecular y diversas coenzimas como:
tetrahidrobiopterina (BH4), nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH), flavina adenina
dinucleotido (FAD), flavina mononucleotido (FMN), grupo hemo y calmodulina (CaM) (Sosa,
2005). La estimulacion de los receptores endoteliales por neurotransmisores (noradrenalina,
acetilcolina, sustancia P y ATP), por autocoides (adenosina, trombina, bradicinina, angiotensina
Il, histamina, serotonina y endotelina) o por hormonas (insulina, oxitocina, vasopresina y
estrogenos) produce liberacién de éxido nitrico (Sosa y col., 2005).

P.Q.F.B JOSEFINA PAULINA NUNEZ DiAZ m



FACULTAD DE QUIMICOFARMACOBIOLOGIA UM.S.N.-H

También se genera por factores fisicos como el flujo sanguineo (estrés de cizallamiento) a
la contraccién de los vasos sanguineos, de esta manera el NO tiene funcién en la regulacién del
musculo liso vascular y del flujo hacia los tejidos (Sosa y col., 2005).

Las enzimas oxido nitrico sintasa existen en distintos tejidos y varias isoformas. Existen 2
variedades de NOS constitutivas con caracteristicas bioldgicas similares, pero difieren en su
localizacion y en la funcion realizada por el NO producido por ellas; y una inducible calcio-
independiente (Duin y Sosa, 2010):

La oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS o tipo Ill) esta localizada preferentemente en las
células endoteliales y células mesagiales renales y esta involucrada en la regulacion de la
homeostasis vascular.

La d6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS o tipo 1) es de localizacion nerviosa, tanto en el
Sistema Nervioso Central como en el Sistema Nervioso Parasimpatico y es productora de un NO
gue actla como neurotransmisor.

La oxido nitrico sintasa inducible (iNOS o tipo Il) descrita en macréfagos y hepatocitos,
expresada en multiples células (neutréfilos, fibra muscular lisa vascular, células endoteliales) en
respuesta a diferentes estimulos inmunolégicos como: interferon gamma (IFN- y), factor de
necrosis tumoral a (TNF-a) y lipoporisacarido bacteriano (LPS), los cuales genera cantidades de
NO que puede ser toxico en las células tumorales o infectados por virus.

La producciéon de NO por las células endoteliales pueden influir en la contraccién de los
vasos sanguineos, remodelacion del endotelio de las arterias y venas aumenta la sensibilidad del
musculo liso vascular a diferentes agentes contractiles. La disminucién de la contracciéon en
arterias con endotelio se ha atribuido a la liberacion del NO, la inhibicidn de su sintesis imita los
efectos de la remocion del endotelio (Sosa y col., 2005).

La eNOS sintetiza el NO a partir de la L-arginina mediante un paso de oxidacién de 5
electrones por medio del intermediario N-hidroxi-L-arginina. Los sustratos utilizados por esta
enzima son la L-arginina, oxigeno molecular y la nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
(NADPH). Los cofactores requeridos son la tetrahidrobiopterina (BH4), la flavina mononucleotido
(FMN) vy la flavina adenina dinucleétido (FAD). La enzima tiene sitios de enlace para el grupo
hemo y la calmodulina esenciales para su actividad (Duin y Sosa, 2010).

La eNOS puede generar superoxido en lugar de NO, debido a la disminucion de su cofactor
BH4, denominado desacoplamiento de la oxidacién de NADPH en la sintesis de NO. La actividad
de la eNOS es regulada por la fosforilacidn a través de proteinas como la proteina cinasa B (PKB),
proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa dependiente de GMPc (PKG) y la proteina dependiente
de calmodulina de tipo Il (CaMKII) (Duin y Sosa, 2010).

El 6xido nitrico formado en las células endoteliales activa a la guanililciclasa soluble (GCs)
en las células musculares lisas vasculares activando el grupo hemo contenido en la GCs
produciendo un aumento en la concentracién de la monofosfato de guanosina ciclico (GMPc)
(Verdejo, 2006). .
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El GMPc activa la proteincinasa dependiente de la GMPc (PKG), disminuyendo las
concentraciones de Ca?* intracelular, causando la relajacién del musculo liso y disminuyendo el
tono vascular (Verdejo, 2006).

Los efectos biolégicos del NO en el control del tono vascular son atenuado por la presencia
de especies reactivas de oxigeno (ROS), en particular el anién superdxido (O2-) y en menos
proporcidn el peréxido de hidrégeno (H202) y el radical hidroxilo (OH"). Las células endoteliales
pueden liberar O3-, generado por varias enzimas incluyendo la propia NOS, cuando la cantidad
de L-arginina es deficiente. El oxigeno reacciona rdpidamente y espontdneamente con el NO
produciendo peroxinitrito (ONOO-), que es un poderoso agente citotéxico (Hurairah y Ferro,
2004).

15.2.- Sintesis no enzimadtica de oxido nitrico

Hallazgos sobre los valores de NO aumentados durante la isquemia experimental incluso
tras inhibir las NOS, sugiere la presencia de otras vias de sintesis de NO. En un medio acido
(isquemia), los nitritos forman acido nitroso (HON;) que puede reaccionar con nitritos o un
donador de electrones para formar tridxido de dinitrogeno (N20s) que puede producir NO. La
xantino oxidasa del endotelio vascular también puede reducir los nitritos/nitratos a NO,
particularmente en presencia de isquemia. Los nitritos pueden reaccionar con |la
desoxihemoglobina, generando NO en esta reaccién (Tamargo y col., 2006).

16-. Prostaglandinas

Las prostaglandinas tienen efectos importantes sobre cuatro tipos de musculo liso:
vascular, vias respiratorias, aparato gastrointestinal y aparato reproductor (Sosa y col., 2005).
Las prostaglandinas son un derivado del acido araquiddnico presente en los fosfolipidos de la
membrana celular. La hidrélisis de fosfolipidos de membrana por la PLA, para liberar acido
araquiddnico (AA) es el paso limitante en la sintesis de prostanoides (Smith, 1992).

El acido araquiddnico es procesado por las ciclooxigenasas (COX), las lipooxigenasas y las
oxigenasas de citocromo p450 a diferentes eicosanoides en los tejidos vasculares y renales
(Catalioto, 1996; Schlondorff, 1987; Gimbrone, 1975). Las COX catalizan la formacion de
prostaglandina H2 (PGH3), que después es convertida a tromboxano (TXA;) por una sintasa de
tromboxano, a prostaciclina (PGl;) por la sintasa de prostaciclina, o a prostaglandina E2 (PGE;),
prostaglandina D2 (PGD;) o prostaglandina F2a (PGF.a) por diferentes enzimas (Smith, 1992).
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Se conocen 3 tipos de isoformas de ciclooxigenasas:

a) COX-1: regula la sintesis de prostaciclina (PGl2), se encuentra vinculada con el tono
vascular, la hemodinamia y la integridad de la mucosa gastrica (Gonzdlez, 2002).

b) COX-2:inducida por agentes pro inflamatorios y vasoactivos, controla la rapida y elevada
sintesis de prostaniodes en procesos como la inflamacién, destruccidn celular parto
apoptosis y necrosis pancreatica en la diabetes autoinmune (Gonzalez, 2002).

c) COX-3: descubierta en la corteza cerebral canina, esta isoforma es inhibida por drogas
antipiréticas y analgésicas por lo que podria estar vinculada en el mecanismo central
primario por el cual ejercen su accién (Chandrasekaran y col., 2002).

Las prostaglandinas vasodilatadoras PGl y PGE; promueven esta accion al disminuir el
calcio intracelular del musculo liso. La prostaciclina (PGI;) vascular es sintetizada por el endotelio
y el musculo liso, tiene un metabolismo répido y es convertida en productos mas estables, pero
inactivos. La PGE; es otro vasodilatador endotelial que se encuentra en la microcirculacién, que
tiene efectos bdsicos en el aparato tubular renal en la diuresis de Na+. Las prostaglandinas
regulan el tono vascular y la homeostasis del agua y sales en los riflones (Sosa y col., 2005).

Los prostanoides cumplen un rol fundamental en el control de la hemostasia a través de
la regulacién de la activacion plaquetaria (Wise H, 2002). El TXA; es el responsable de la
propagacion de la activacion y del reclutamiento de las plaquetas hacia el sitio de la agregacion.
Su union al receptor plaquetario TP activa el sistema Gq/PLC (fosfolipasa C), estimula la liberacién
de calcio intracelular en forma dependiente de IP3 y activa el sistema contractil CaM/Ca++/ MLCK
(calmodulina/ miosina de cadena liviana) induciendo contraccion y la posterior secrecion del
contenido de los granulos plaguetarios. En cambio, la prostaciclina producida por las células del
endotelio vascular constituye el principal factor antiagregante del organismo (Moncada, 1982).
Inhibe la agregacion plaquetaria de dos maneras diferentes: a) en las plaquetas se une a su
receptor IP, estimula la sintesis de AMPc e inhibe la secrecidn plaquetaria por fosforilacion
dependiente de PKA; b) en el lecho vascular suprime la expresion de moléculas quimiotacticas
para plaguetas y leucocitos, evitando su adhesidn y agregacion al endotelio (Murata y col., 1997).

La ANG-Il también es capaz de activar a la PLA; (Fosfolipasa A2) para la liberacién de acido
araquidonico, sobre el cual actua la COX formando prostanoides (Malkowski y col., 2000).

17-. Disfunciéon endotelial

La disfuncidn endotelial (DE) se puede definir como la serie de alteraciones que afectan la
sintesis, liberacién, difusion o degradacion de los factores que genera el endotelio. Los
mecanismos de estas alteraciones pueden originarse tanto por los cambios en los receptores
como de las sefiales intracelulares de transduccion, incluso modificaciones en la respuesta de
células diana de dichos factores. La disfuncion endotelial no es homogénea en sus caracteristicas
y distribucidn, varia en funcidn de la patologia asociada y el lecho vascular que se considere
(Esteller, 2005).
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DISFUNCION ENDOTELIAL

Figura #4. Disfuncién endotelial. El endotelio en condiciones normales tiene propiedades antigregante
plaquetaria, antitrombotica y antiaterogenica, lo cual lo hace un érgano esencial en el mantenimiento de
la homeostasis del sistema vascular. Bajo condiciones patoldgicas se producen alteraciones en uno o mas

de los mecanismos de sefializacién molecular emitidos por este, lo cual es conocido como disfuncién
endotelial.

En la DE existe un desequilibrio en la biodisponibilidad de sustancias activas de origen
endotelial que predispone a la inflamacién vascular, vasoconstriccidn, incremento de la
permeabilidad vascular (Badiméon y Martinez, 2006), adherencia leucocitaria, activaciéon
plaguetaria, trombosis, mitogénesis, inflamacién vascular y finalmente aterosclerosis (Gonzalez,
1997; Deafield y col.,, 2005). La disfuncién endotelial se manifiesta como una reduccion
vasodilatadora dependiente del endotelio, o una mayor respuesta constrictora dependiente o

independiente del endotelio, como desequilibrio de los agentes vasodilatadores y
vasoconstrictores (Esteller, 2005).

Las diversas formas de disfuncién endotelial incluyen (Esteller, 2005):

a) Menos liberacién de NO, prostaciclina o EDFH

b) Aumento de la liberaciéon de endoperdxidos

¢) Aumento de la produccién de RLO

d) Aumento de liberacién de endotelina

e) Disminucidén de la sensibilidad del musculo liso vascular a los vasodilatadores de origen

endotelial
En las Ultimas décadas se ha demostrado que factores de riesgo coronario como son el

colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL), el tabaquismo, la diabetes, hipertensién

y factores emergentes (RLO, homocisteina, infecciones, déficit estrogenico, etc.) producen
disfuncién endotelial (Contreras y col., 2012).
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18-. El papel de la hiperglucemia en la disfuncién endotelial

La DM2 esta asociada a la disfuncidon endotelial (DE), la inflamacion subclinica parece la
causa de DE en la resistencia a la insulina (Badimdn y Martinez, 2006). La DM2 estd asociada con
un riesgo mayor para las arterias coronarias aterosclerdticas y enfermedades cardiovasculares.
La hiperglucemia posprandial es un factor independiente para aterosclerosis y enfermedad
cardiovascular (Koichi y Teruo, 2009). La disfuncién endotelial es la etapa inicial de la
aterosclerosis. En el musculo esquelético se ha demostrado una actividad defectuosa de la
enzima NOS, que desempefia un papel en la resistencia a la insulina en la DM2. En las CE la
insulina estimula la formaciéon de NO, mientras que los valores elevados de glucosa inhiben la
formacién de NO (Badimdn y Martinez, 2006). La insulina tiene acciones vasculares que llevan a
vasodilatacién, aumento de flujo sanguineo y aumento de la disponibilidad de glucosa en el
musculo esquelético, la mayoria dependiente de NO. Las interacciones entre insulina puede
llevar a hipertrofia miocdrdica y a un aumento considerable de la masa ventricular izquierda
(MVI) a través de distintos caminos, siendo importante el efecto antiproteolitico en el corazén
(Contrerasy col., 2012). La insulina es capaz de modificar mecanismos fisioldgicos que conducen
a un aumento o disminucion de la presion arterial, ademdas ejerce un efecto vasodilatador a
través de liberacién de NO del endotelio que induce una relajacién de musculo liso de las
arteriolas (Contreras y col., 2012).

La hiperglucemia posprandial se caracteriza por picos hiperglucémicos que inducen a EO,
gue en combinacion con productos de glicacion avanzada (AGE) y productos de la peroxidacion
lipidica, actuan activadores de las quinasas que conducen a DE y la expresion de genes
inflamatorios. La presencia de aumento en la concentracidon de glucosa in vitro reduce la
vasodilatacion dependiente del endotelio inducida por acetilcolina de una manera dependiente
de la concentracidn mediante la exposicidén de niveles altos de la glucosa. Estudios in vivo han
demostrado que los picos hiperglucémicos inducen a DE los efectos de la hiperglucemia son
probablemente son vinculados con la produccién y/o disponibilidad reducida del NO como la DE
inducida por la hiperglucemia es contrarrestada por una mayor produccion de arginina (Koichiy
Teruo, 2009).
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V. JUSTIFICACION

Las enfermedades crénico no transmisibles como la diabetes mellitus, se ha vuelto un problema
de salud mundial, que ha ido incrementando con los afios. El descontrol glucémico se deriva
principalmente por el estilo de vida y costumbres, afectando la calidad y tiempo de vida de los pacientes.

La diabetes mellitus también afecta a las mujeres durante la gestacidn, presentdndose en la
segunda mitad del embarazo, pero desapareciendo después del parto. Esta patologia se relaciona con la
mortalidad materna y fetal y el incremento en el desarrollo de malformaciones congénitas durante el
periodo intrauterino. La exposicién a este ambiente intrauterino anormal, modifica el crecimiento y
predispone al desarrollo de enfermedades en la etapa adulta, como son las enfermedades
cardiovasculares.

Existen numerosos trabajos que sefialan que el aumento de glucosa es el principal agente del
dafo de los vasos sanguineos. En nuestro trabajo se determiné la funcionalidad del endotelio inhibiendo
la participacién de las enzimas dxido nitrico sintasa y las ciclooxigenasas para evaluar el dafo a nivel
vascular en la descendencia de ratas que presentaron diabetes gestacional.

V. HIPOTESIS

La diabetes mellitus gestacional disminuye la participacion vasodilatadora del dxido nitrico y de
las prostaglandinas en aorta tordcica de las crias descendientes con diabetes gestacional experimental,
reflejandose en un aumento de la contraccion vascular.

VI. OBJETIVOS:

Objetivo general
Evaluar la participacidn del dxido nitrico y prostaglandinas en la contractilidad de la aorta toracica
de crias de rata descendiente de madres diabéticas.

Objetivos especificos
1) Evaluar la respuesta contractil inducida por fenilefrina en presencia de L-NAME en aorta con y sin
endotelio en cria de rata diabética.
2) Evaluar la respuesta contractil inducida por fenilefrina en presencia de INDOMETACINA en aorta
con y sin endotelio en cria de rata diabética.
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VII. MATERIAL Y METODOS

Animales de estudio

Los datos utilizados en este estudio con relacién al peso y niveles sanguineos de glucosa
de ratas con DMG experimental y controles, asi como los resultados de peso y niveles de glucosa
de las crias de rata control y crias de rata diabética de 4 semanas fueron obtenidos de un trabajo
en conjunto con la estudiante Nayelli Delgado Arellano, quien también los utilizo e incluyo en su
trabajo de tesis “Alteraciones metabdlicas post- Diabetes Gestacional, 2013” realizado en el
IIQB de la UMSNH, en el laboratorio de farmacologia.

Para la induccién de diabetes gestacional experimental se utilizaron ratas hembra adultas
cepa Wistar de 12 semanas de edad con un peso promedio de 300 £20 g.

Los animales empleados para este trabajo de investigacion para la realizacién de las curvas
a fenilefrina fueron ratas macho de cepa Wistar de 16 semanas de edad provenientes de las
ratas con diabetes gestacional y controles, los cuales fueron divididos en grupo crias de rata
control (CRC) y grupo de crias de rata diabética (CRD), con un peso promedio de 365 +43.82 g
para CRCy 360.25 +35 g para CRD.

Los animales se mantuvieron en una habitacidon con temperatura controlada 24.0 +2 °C,
humedad relativa de 60. 0+ 0.5 %, ciclos de luz y oscuridad de 12 h, provistas de agua y alimento
ad-libitum dentro del bioterio del Instituto de Quimico Bioldgicas de la UMSNH, siguiendo los
protocolos establecidos para el uso de animales de investigacion (NOM-062-Z0O0-1999).

VIlIl. INDUCCION DE DIABETES EXPERIMENTAL EN RATAS
GESTANTES

La induccién de diabetes experimental mediante agentes quimicos permite realizar
estudios de eventos bioquimicos y morfolégicos que ocurren durante y después de la induccién
de un estado diabético (Ramos, 1994). Las ratas hembras se colocaron junto con un macho en la
misma jaula durante toda la noche para su apareamiento. Al dia siguiente se confirmé el
apareamiento con la presencia de un tapdn vaginal. Esto se considerd como dia cero de inicio de
la gestacidn. Una vez iniciada la gestacidn, se separaron a las hembras individualmente en cajas
de policarbonato provistas con agua y alimento ad libitum.

A un grupo de hembras se les indujo diabetes mediante administracion via intraperitoneal
(IP) de estreptozotocina (STZ, antibidtico y antineoplasico con efecto diabetogénico, que
destruye selectivamente las células B; Arias, 2007) con dosis Unica (45 mg/ kg) disuelta con
solucién amortiguadora de citrato (45mg/ml, pH 4.5).

P.Q.F.B JOSEFINA PAULINA NUNEZ DiAZ



FACULTAD DE QUIMICOFARMACOBIOLOGIA UM.S.N.-H

Después de un lapso de 48 horas fue medida la glucosa en sangre mediante puncién en la
vena caudal con ayuda de un glucometro (Accu-Chek ® Performa). Se consideraron diabéticas
aquellas ratas que presentaron niveles de glucosa = 200 mg/dl.

En estudios realizados anteriormente reportaron niveles iguales o superiores a 243 mg/dl
de glucosa en ayuno, como presencia de diabetes mellitus en ratas y ratones (Han, 2008). Es
importante sefalar que la STZ inyectada a las ratas gestantes, se administré al cuarto dia antes
de la implantacion del blastocito, lo que sucede hacia el sexto dia de la gestacion en la rata, para
que las alteraciones de los embriones sean consecuencia de la hiperglucemia maternay no de la
accién de la STZ. Durante el periodo de gestacidn se realizd un registro diario de peso corporal
con ayuda de una balanza granataria (TRIPLE BEAN, marca OHAUS ®). De igual manera se midié
la glucosa 1 vez por semana utilizando el glucémetro, hasta el final de la gestacion. Fue registrado
el nimero de crias por camada de cada rata, dejandolas junto con la madre hasta su destete. Las
crias a su vez fueron separadas en 2 grupos: crias de ratas control (CRC) y crias de ratas diabéticas
(CRD).

IX. PREPARACION DE TEJIDO

Las crias fueron sacrificadas a las 16 semanas de edad, estas fueron anestesiadas con
pentobarbital 63 mg/kg para su manejo. Luego se prosiguié con una incision desde el abdomen
hasta el térax dejando expuestos los érganos, para extraer la arteria aorta toracica. Una vez
aislada se limpid para retirar el tejido conectivo y graso, para poder seccionar la arteria en anillos
de 4-5 mm de longitud dentro de una caja de Petri con solucién Krebs-Henseleit. A la mitad de
los anillos se removid el endotelio con ayuda de un dispositivo metalico rugoso frotando la parte
interna de la arteria suavemente.

X. PREPARACION DE TEJIDO AISLADO

Los anillos fueron montados en ganchos de acero inoxidable dentro de las cdmaras para
tejido aislado, que contenian 10 ml de solucién Krebs- Henseleit con la siguiente composicién
(mM): NaCl, 118; KCI, 4.7; CaCl,, 2.5; MgSOa, 1.2; KH,POs, 1.2; NaHCOs, 25; EDTA, 0.026 y
glucosa, 11.1.

Dichas camaras se mantuvieron a una temperatura de 37°C, pH de 7.4 y burbujeo
constante de carbégeno (mezcla de 95 % O, y 5 % CO;). Cada anillo arterial se monté con dos
ganchos, uno se fijo en la parte inferior a la base de la camara y el otro en la parte superior a un
transductor de tensién (Grass FTO3 force displacement transducer: Astro-Med, Inc. West
Warwick, RI, USA) acoplado a un sistema de adquisicion de datos (MP 100; Biopac Systems Inc.
Santa Barbara, CA, USA) donde se registraron los cambios en la tensién isométrica que se
producen los anillos de la arteria.
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Figura #5. Camara de tejido aislado. Proporciona condiciones necesarias para que el tejido sea viable
para su estudio. Registra los cambios de tensién mediante un transductor, acoplado a un sistema de
adquisicion de datos.

Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina

Una vez montados los anillos dentro de las cdmaras se les dio una tensién inicial de 3g y se
dejd estabilizar por un lapso de 20 minutos. Luego se realizé la primera sensibilizacion de los
anillos con 100 pl de fenilefrina a una concentracion (1x107 M), luego se realizaron 2 lavados
con solucion Krebs con intervalos de 5 min y estabilizaciéon de 10 min para que se restableciera
el tejido, permitiendo que el tejido se contraiga y se estabilice de nuevo. Posteriormente se
realizé una segunda sensibilizacion y se adiciono una solucién de carbacol (1 x 10® M) para
confirmar la presencia o ausencia del endotelio y la integridad del tejido (Furchgott, 1980).

Terminando la ultima sensibilizacidn se realizaron 2 lavados en intervalos de 5 min con
solucién Krebs y un intervalo de 10 min para restablecer el tejido y ajustar a 10 ml el volumen
de Krebs en las camaras. Transcurrido este tiempo se realizd la curva control concentracion-
respuesta a fenilefrina de dosis menor a mayor (1 x 10 - 10> M), luego se lavaron los anillos 2
veces con intervalo de 10 min y la estabilizacién de los mismos. Posteriormente se incubaron 30
min con solucién L-NAME (L-N®-Nitroarginina metil éster, inhibidor de las NOS) e Indometacina
(inhibidor no selectivo de las COX) durante 30 min y se prosiguid con la realizacion de la curva a
fenilefrina.
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Xl. RESULTADOS

Caracteristicas de las madres durante la gestacion

Durante el periodo de gestacién de las ratas tanto en controles y diabéticas, se monitored
la concentracién de glucosa (Figura #6) para observar que la diabetes mellitus experimental haya
sido inducida correctamente respecto a las ratas control. Se obtuvieron valores de glucosa, tanto
de las ratas diabéticas como ratas controles, obteniendo una concentracion de glucosa en ratas
diabéticas gestantes mayores a 650 mg/dl, valor maximo detectable por el glucémetro.

De igual manera se hizo un registro diario del peso de ambos grupos de ratas gestantes
durante todo el embarazo, donde se aprecié una disminucidn significativa de peso en ratas
diabéticas con respecto al grupo control (Figura # 7).
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Figura #6. Niveles de glucosa de ratas controles y diabéticas durante la gestacion. Los datos representan
el promedio # el error estdndar de 6 ratas por los 2 grupos. *p<0.05, t-Student. (Datos tomados de Delgado
N, 2013. Alteraciones metabdlicas post- Diabetes Gestacional).
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Figura #7. Peso corporal de las ratas madre durante la gestacion. Los datos representan el promedio +
error estdndar de 6 ratas por los 2 grupos. *p<0.05, t-Student. (Datos tomados de Delgado N, 2013.
Alteraciones metabdlicas post- Diabetes Gestacional).

Caracteristicas de las crias

Durante la reproduccién de DMG, se observdé una tasa alta de mortalidad de la
descendencia de ratas que cursaron con diabetes durante la gestacion, algunas crias nacieron
muertas, mientras otras fallecieron pocos dias después del nacimiento. Esto no fue observado en
las crias de rata control (CRC), siendo constante el nimero de crias hasta el momento del estudio
experimental, caracteristicas encontradas en estudios previos por Van Assche y cols., sobre las
consecuencias de la diabetes gestacional y caracteristicas en su descendencia.

En el monitoreo hasta la cuarta semana post-natal en el peso de las crias, fue observado
una disminucioén significativa de peso en las crias de ratas diabéticas (CRD) comparada con las
crias de rata control (CRC), mostrado en la figura #8.
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Peso y niveles de glucosa de crias control y crias de rata diabética de 4 seman as de
nacimiento.
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Figura #8. Peso corporal de las crias de las primeras 4 semanas de edad. Los datos representan el promedio
+ error estdndar en 5 crias de madre control con 5 crias de madres diabéticas. *p<0.05, t-Student. (Datos
tomados de Delgado N, 2013. Alteraciones metabdlicas post- Diabetes Gestacional).

Un mes después del nacimiento de las crias, los niveles de glucosa de las crias de ratas

diabéticas (CRD Niveles de glucosa de CRC vs CRD con 1 mes de nacimiento e 4 semanas de
nacimiento al ms
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Figura #9. Niveles sanguineos de glucosa. Se muestra el promedio * error estdndar en 5 Crias de rata
control y 5 Crias de rata diabética de 4 semanas de edad. *p<0.05, t-Student. (Datos tomados de Delgado
N, 2013. Alteraciones metabdlicas pos- Diabetes Gestacional).
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Peso y niveles de glucosa de crias control y crias de rata diabética de 16 semanas de
nacimiento.

Se mantuvo un registro del peso hasta el momento del sacrificio (16 semanas) para
observar los cambios presentados de las crias de rata control y diabética. Observando que las
CRD alcanzaron un peso similar al de las CRC (figura #10), disminuyendo la diferencia encontrada

en las primeras 4 semanas (figura #8).
Comparacion de peso entre CRC vs CRD de 16 semanas
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Figura #10. Peso corporal de las crias de 16 semanas. Promedio * error estdndar en 4 crias de madre
control con 4 crias de madres diabéticas. *p<0.05, t-Student.

Los niveles sanguineos de glucosa de las crias de rata control y diabética, no mostraron
diferencia significativa a las 16 semana de edad (figura #11), en comparacién a la diferencia

encontrada en Iz Niveles de Glucosa de CRC vs CRD con 16 semanas de nacimiento
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Figura #11. Niveles sanguineos de glucosa. Los datos representan el promedio + error estdandar en 4 Crias
de rata control y 4 Crias de rata diabética de 16 semanas de nacimiento. *p<0.05, t-Student.
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Curvas concentracidon-respuesta a la fenilefrina en anillos de aorta
toracica.

Se realizaron curvas concentracidon-respuesta a fenilefrina (agonista adrenérgico al),
en anillos de aorta toracica provenientes de cria de rata control (CRC) y cria de rata diabética
(CRD). Se pudo apreciar que la fenilefrina produjo contraccién dependiente de la
concentracion, es decir, conforme aumenta la concentracién, también aumenta la respuesta
contractil del tejido vascular en ambos grupos, CRC y CRD.

La sensibilidad a la fenilefrina (pD2) fue mayor en los anillos de CRD en comparacién
alas CRC. Esto indica que el grupo de CRD necesita menor cantidad de farmaco para producir
el 50% del efecto maximo (tabla #1). Ademas, el efecto maximo (Emax) se vio aumentado
en CRD solo en anillos con endotelio; sin embargo en anillos sin endotelio fue mayor en CRC
(tabla #2).

Por otra parte, se evidencio6 la participacion del endotelio como modulador de la
contraccién en vasos sanguineos, observandose una curva hacia la izquierda en arterias sin
endotelio (se), con respecto a las arterias con endotelio (ce). Lo que nos indica que hay un
aumento de la pD2 a fenilefrina en ausencia de endotelio (figura #12).

Tabla #1. Valores de la sensibilidad al agonista (pD2).

pD2 CRIAS DE RATA CRIAS DE RATA
CONTROL DIABETICA

Con endotelio 6.7+0.1 7.4+01

Sin endotelio 7.92+0.1 8.24+0.1
L-NAME (ce) 6.97 0.3 7.65%0.1
L-NAME (se) 7.84+0.2 8.09+0.2
INDOMETACINA (ce) 6.79+£0.2 7.35+0.1
INDOMETACINA (se) 7.75+£0.2 7.79+£0.3

Tabla #2. Valores del efecto mdaximo al agonista (Emax).

Emax CRIAS DE RATA CRIAS DE RATA
CONTROL DIABETICA
Con endotelio 1.92+0.2 2.32+0.4
Sin endotelio 3.48+0.2 2.77+0.2
L-NAME (ce) 3.13+04 2.90+0.2
L-NAME (se) 2.99+04 2.52+0.02
INDOMETACINA (ce) 1.45+0.2 1.92+0.4
INDOMETACINA (se) 3.28+0.3 1.94+0.7
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Curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina en aorta toracica de
CRC y CRD con y sin endotelio.

Las arterias de las CRC sin endotelio, mostraron mayor contraccién y aumento de la
sensibilidad a fenilefrina. La remocién del endotelio aumenta la sensibilidad del MLV a diferentes
agentes contractiles como la fenilefrina, siendo evidente en el aumento de la respuesta contractil
(figura #12-A). Ademas esto nos indica la importancia que tiene el endotelio para la regulacién
del tono vascular.

En la comparacién de los anillos con y sin endotelio de CRD, solo encontramos diferencia
en la concentracién 1x10 ® M, lo que nos indica que no hay una diferencia significativa entre el
tejido con y sin endotelio, en cambio la sensibilidad se vio aumentada en tejidos de CRD en
comparacion al de CRC, esto puede ser debido a la presencia de disfuncién endotelial (DE) en
CRD (figura #12-B).

Curva concentracion-respuesta a Fenilefrina

Curva concentracion-respuesta a Fenilefrina CMD (ce) vs CMD (se)
Control (ce) vs Control (se)
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Figura #12. Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en aorta tordcica, de crias de rata control (A)
y crias de rata diabética (B) con y sin endotelio, en ausencia de inhibidores. Los datos experimentales
representan la media * error estandar de 4-6 anillos arteriales, *p<0.05.
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Al comparar el tejido vascular de CRD con el proveniente de CRC, observamos que hay
diferencias significativas en la respuesta contrdctil, siendo mayor en CRD con endotelio, lo que
nos hace reafirmar la sospecha de disfuncién endotelial en este grupo (figura #13-A).

CRUVA CONCENTRACION RESPUESTA A FENILEFRINA EN ANILLOS DE Curva concentracion-respuesta a fenilefrina
CRC vs CRD CON ENDOTELIO CRC vs CRD sin endotelio
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Figura #13. Curva concentracién-respuesta a la fenilefrina en aorta toracica, de crias de rata control
contra crias de rata diabética con (A) y sin (B) endotelio respectivamente, en ausencia de inhibidores. Los
datos experimentales representan la media * error estandar de 4-6 anillos arteriales, *p<0.05.

Curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina en anillos de aorta
toracica, en presenciay ausencia de L-NAME.

Para evaluar el efecto de la inhibicién del NO en la respuesta contractil en anillos
provenientes de CRC y CRD con y sin endotelio, se usé un antagonista no selectivo de la NOS, el
L-NAME, para luego realizar la curva dosis-respuesta de fenilefrina. La contraccién fue
dependiente de la concentracién a fenilefrina, el L-NAME elimind el efecto vasodilatador del NO,
a estimulos vasoconstrictores, de manera que se ve aumentada la contraccién en las arterias.

Las curvas incubadas con L-NAME de CRC, se desplazaron hacia la izquierda, es decir, la
inhibicion del NO incremento la sensibilidad a fenilefrina, e imité la remocién del endotelio
traduciéndose en un aumento de la contraccion (figura #14-A).

En las curvas en respuesta a fenilefrina de CRC y CRD donde se removid el endotelio y se
incubé previamente con L-NAME, no hay modificaciones en la respuesta contractil, ya que es en
el endotelio donde se inhibe la liberacion de NO, para la vasodilatacién (figura #14-B y #15-B).
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Curva concentracion-respuesta a Fenilefrina
Control vs Control L-NAME, sin endotelio

Curva concentracion-respuesta a Fenilefrina

CRC vs CRC L-NAME (con endotelio) B) SIN ENDOTELIO
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Figura #14. Curva concentracidn-respuesta a la fenilefrina en aorta tordcica, de crias de rata control con
(A) y sin (B) endotelio, en ausencia y presencia del inhibidor L-NAME. Los datos experimentales
representan la media + error estandar de 4-6 anillos arteriales, *p<0.05.

En la comparacién del tejido con endotelio de CRD, no encontramos diferencias en la
respuesta contractil a fenilefrina entre los anillos incubados con L-NAME vy los anillos sin
inhibidor. Esto nos indica que el efecto vasodilatador que ejerce el NO se ve afectado en este
grupo experimental, debido tal vez a la presencia de disfuncién endotelial (figura #15-A). Se
observé que la pD2 y Emax no mostraron diferencias en los tejidos en presencia y ausencia de L-
NAME. La diferencia en la actividad contractil entre las CRC y CRD muestra el dafio endotelial
quizas por la diabetes gestacional.
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Figura #15. Curva concentracidn-respuesta a la fenilefrina en aorta tordcica, de crias de rata diabética
con (A) y sin (B) endotelio, en ausencia y presencia del inhibidor L-NAME. Los datos experimentales
representan la media + error estandar de 4-6 anillos arteriales, *p<0.05.
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Curvas concentracidon-respuesta a la fenilefrina en anillos de aorta
toracica, en presenciay ausencia de indometacina.

Para evaluar el efecto de la inhibicidn de las ciclooxigenasas se empled indometacina,
como inhibidor no selectivo de COX en la respuesta contractil a fenilefrina en tejido proveniente
de CRCy CRD con y sin endotelio respectivamente.

En la figura #16 se muestran los resultados al administrar fenilefrina en anillos adrticos
con y sin endotelio, provenientes de CRC en presencia y ausencia de indometacina. La
indometacina no modifico la respuesta contractil de la fenilefrina en tejido con endotelio; sélo
se observd diferencia en la concentracién mas alta [10 -5 M], el tejido sin endotelio no mostré
diferencia en la respuesta contractil.

Curva concentracion-respuesta a Fenilefrina

Curva concentracion-respuesta a Fenilefrina Control vs Control - Indometacina, Sin endotelio
Control vs Control - Indometacina, con endotelio
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Figura #16. Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en aorta tordcica, de crias de rata control con

(A) y sin (B) endotelio, en usencia y presencia del inhibidor indometacina. Los datos experimentales

representan la media * error estandar de 4-6 anillos arteriales, *p<0.05.
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provenientes del endotelio, en este caso la PGl;

Curva concentracion-respuesta a Feniefrina
CRD vs CRD- Indometacina, con endotelio

3.0 4

UM.S.N.-H

La figura #17 muestra los resultados que la adicion de indometacina no modificé la
respuesta contrdctil de la fenilefrina en el tejido con y sin endotelio de CRD, lo que nos podria
indicar que existe una alteracién en la liberacion de prostaglandinas vasodilatadoras
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Curva concentracion-respuesta a Fenilefrina
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Figura #17. Curva concentracién-respuesta a la fenilefrina en aorta tordcica, de crias de rata diabética
con (A) y sin (B) endotelio, en usencia y presencia del inhibidor indometacina. Los datos experimentales
representan la media + error estandar de 4-6 anillos arteriales, *p<0.05.
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XIll. DISCUSION

Para la realizacion de nuestro estudio, se utilizd un modelo de diabetes gestacional
mediante la induccién de una dosis Unica de 45mg/kg de STZ via intraperitoneal en uno de los
grupos de ratas gestantes. Los niveles de glucosa en sangre inicial en ambos grupos tuvieron
valores normales de 93.16 + 3.60 mg/dl. Luego de la induccién de diabetes con STZ, se elevaron
los niveles de glucosa en las ratas del grupo diabético, alcanzando niveles superiores a los 400
mg/dl, la hiperglucemia presentada por el grupo diabético se mantuvo hasta el final del estudio
y fue significativamente mayor que los niveles de glucosa del grupo control (p<0.05). El peso
corporal en el grupo de ratas con diabetes gestacional fue inferior en comparacién al grupo
control y este no alcanzdé un peso normal en ningin momento, observandose también signos de
la patologia diabética (figura #7).

En los resultados obtenidos en nuestra investigacion, confirman que al no controlar la
hiperglucemia durante la gestacidn en las ratas, algunas crias de rata diabética nacieron muertas
o fallecieron a los pocos dias, disminuyendo el total de crias de la camada, ademas de presentar
una disminucidn significativa del peso en comparacion con las CRC (p<0.05), la diferencia fue de
hasta un 36.38% menos al mes de las crias (figura #8), con un peso de 28g en CRCy 14g en CRD
a la semana de nacimiento (Delgado Arellano Nayeli, 2013). La diabetes gestacional experimental
afecta el desarrollo de los fetos, produciendo disminucidon del nimero de crias por camada,
disminucion del peso de las crias, retraso del crecimiento y aumento de malformaciones
congénitas (Palomino y col., 1998). El retraso intrauterino se ha relacionado con el desarrollo de
DM2 en la vida posterior, los mecanismos que provocan este fendbmeno no se saben con
exactitud (Simmons y col., 2001). Al mes de nacimiento las CRD mostraron niveles de glucosa
significativamente inferior al compararlo con las CRC (figura #9). Esto podria deberse a que los
feto son expuestos a concentraciones altas de glucosa durante la gestacién, que induce
hipertrofia e hiperactividad de las células B provocando hiperinsulinemia temprana (Van Assche,
2001).

La exposicion a un ambiente intrauterino anormal durante la gestacién y la lactancia,
modifica el crecimiento y la predispone al desarrollo de enfermedades cardiovasculares,
metabdlicas y endocrinolégicas en la vida adulta (Gomes y Gil, 2011), este concepto se denomina
programacion intrauterina (Polanco y col., 2005). La restriccion de nutrientes en la vida
intrauterina adapta al feto y genera bajo peso al nacer (BPN) que se asocia con el riesgo de
padecer DM, dislipidemia, hipertension, enfermedad arterial coronaria y accidentes
cerebrovasculares en la vida adulta (Herndndez, 2011). La hiperglucemia e hipoglucemia en la
embriogénesis precoz también se puede asociar con el BPN (Vargas, 2011). La glucosa materna
podria ser el factor que mas afecta el desarrollo durante la embriogénesis (Polanco y col., 2005),
en los hijos de madre diabética un pobre control metabdlico y una minima evaluacién de glucosa
en etapas tempranas de la gestacidn provoca el aumento de malformaciones congénitas
(Nordstrom y col. 2002).
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En la semana 16 de nacimiento de las CRD los niveles de glucosa y peso corporal no
mostraron diferencia en comparacién a las CRC, observdndose que las CRD alcanzaron niveles
similares a su control (figura #10 y #11) esto quizas a la normalizacidn en la secrecién de insulina
y metabolismo de la glucosa, ya que Fetita y cols., encontraron que en la edad adulta el tamafno
del pancreas se agranda y la masa de las células f aumenta, mejorando la respuesta in vitro a la
glucosa (Fetita y col.,, 2006). En otro estudio de Aerts y cols., mencionan que el pancreas
endocrino de fetos y ratas recién nacidas de madres diabéticas experimentales han mostrado
cambios morfoldgicos y ultra estructurales (Aerts y Van Assche, 1977) y Simmons y cols.,
encontraron que en ratas con restriccion de crecimiento intrauterino (RCIU) entre las 7 y 10
semanas de edad, las ratas desarrollaron hiperglucemia leve en ayunas e hiperinsulinemia, pero
los animales de 26 semanas con RCIU tenian niveles marcadamente elevados de glucosa. Estos
datos apoyan la hipétesis de que un medio intrauterino anormal puede inducir cambios
permanentes en la homeostasis de la glucosa después del nacimiento y conducir a la diabetes
tipo 2 (Simmons y col., 2001) y consecuencias en la funcién vascular en la edad adulta (Van
Assche, 2001).

En relacion a los niveles de lipidos sanguineos reportados en otro trabajo, los niveles de
triglicéridos no se presentaron diferencia entre los niveles de CRC y CRD de un mes de
nacimiento; sin embargo los niveles de colesterol total fueron mayores en las CRD en
comparacion a las CRC (Delgado, 2013), existiendo una relacidén entre los niveles elevados de
colesterol (a partir de 200 mg/dl) y el riesgo con aterosclerosis en adulto (Pombo y col., 1997).
En cuanto a los niveles de lipoproteinas de baja densidad (LDL) reportados por Delgado, 2013; las
CRD muestran niveles mayores de LDL que las CRC. El predominio de las LDL se caracteriza al
fenotipo lipoproteinico aterogénico, el cual desempefia una funcién importante en el proceso
aterosclerdtico y factor de riesgo de la enfermedad arterial coronaria (Rodriguez y col., 2002).
También reportd niveles bajos de lipoproteinas de alta densidad (HDL) en CRD en comparacién
al grupo de CRC de un mes de nacimiento (Delgado, 2013). En humanos un bajo nivel de HDL
tiene mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares, ya que el colesterol HDL posee
propiedades intrinsecas ayudando a prevenir enfermedades cardiovasculares (Pombo y col.,
2009). Estudios han demostrado que cuanto mds alto sea el nivel de HDL, menor es el riesgo de
padecer arteropatia coronaria (A.D.A.M, 2015).

La hipercolesterolemia aumenta los valores plasmaticos de ET-1 y el nimero de
receptores de ANG-II. La oxidacién incrementa la capacidad de las LDL de inducir la produccién
de ET-1 en células endoteliales en aorta humana, potenciando el estado proconstrictor. (Badimén
y Martinez, 2006). La ANG-II tiene un papel importante ya que facilita la regulacién del tono
vascular mediante la vasoconstriccion del MLV, indirectamente incrementa el tono vascular
mediante transmisidon adrenérgica y por estimulacion de factores endoteliales como la ET-1 y
TXA,. La ANG-Il aumenta la produccion de TXA,, cuyas acciones vasoconstrictoras y pro-
agregante plaquetario contribuyen a mediar sus efectos sistémicos (Lahera y col., 2000). En
pacientes hipertensos se han encontrado niveles aumentado de vasoconstrictores como es el
TXA,y la ET-1 (Vittone y Mundifa, 2008).
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La ANG-II es capaz de estimular el crecimiento de la pared vascular estimulando a su vez
la produccidn y la accién de factores mitogénicos como el bFGF, el PDGF, el VEGF o el factor de
crecimiento tumoral (TGFB) que estimulan la proliferacién de las CMLV y la sintesis de proteinas.
Como consecuencia se produce un engrosamiento en el espacio subintimal y en la capa media,
asi como la acumulacién de colageno en la adventicia. Las modificaciones estructurales de la
pared arterial tienen repercusiones funcionales ya que contribuyen al mantenimiento de las
resistencias periféricas elevadas. La ANG-Il es un factor vasoactivo implicado en el desarrollo y
complicaciones de diversas patologias cardiovasculares y renales como la HTA, IC, IR y nefropatia
diabética (Laheray col., 2000).

Dafio endotelial

El endotelio tiene un papel fundamental en la regulacién y sintesis de diversos factores
para el equilibrio entre sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras, para el correcto
funcionamiento del mismo.

En la disfuncidn endotelial existe un desequilibrio en la biodisponibilidad de sustancias
vasoactivas de origen endotelial, se presenta tanto en grandes arterias y venas, como en la
microvasculatura (Vittone y Mundina, 2008) y que se considera como una de las primeras
manifestaciones de enfermedades vasculares y aterosclerosis (Badimdn y Martinez, 2006).

En el presente estudio, no se determinaron las concentraciones de NO y PG’s, solo se vio
su efecto en el tejido vascular de manera indirecta mediante la inhibicidn de su sintesis y observar
si presentaban alguna anormalidad en contraccion.

La funcion que cumplen las CE es la expresion del balance de las acciones de distintos
principios activos que producen (De la Serna, 2010), la remocidn del endotelio de arterias y venas
aumenta la sensibilidad a distintos agentes contractiles. En nuestro estudio esto se hace
evidente, ya que al retirar el endotelio del tejido adrtico las curvas aparecen desplazadas hacia
la izquierda con respecto a las arterias con endotelio, es decir las arterias sin endotelio
contrajeron mas que las arterias con endotelio.

La ausencia de la respuesta relajante mediada por el NO, se manifiesta en el aumento de
la contraccion del MLV en respuesta a distintos agentes contractiles como la noradrenalina, ET
entre otros (Vittone y Mundifia, 2008), asi que la remocién del endotelio, la inhibicién de su
sintesis y la disfuncion endotelial aumenta la contraccion. El NO regula la vasodilatacién
dependendiente del endotelio, oponiéndose a los efectos vasoconstrictores como la ANG-Il y ET
(Prieto y col., 2007). La exposicion a fenilefrina en el tejido de CRC (Figura #12-A), la remocion de
endotelio del tejido adrtico elevd la contraccidon evidenciando el papel que tiene el endotelio en
la regulacion del tono vascular. Sin embargo en la curva realizada en las CRD en respuesta a FE,
observamos que el tejido con endotelio su contraccién fue similar al tejido que se removié el
endotelio.

P.Q.F.B JOSEFINA PAULINA NUNEZ DiAZ E



FACULTAD DE QUIMICOFARMACOBIOLOGIA UM.S.N.-H

Este aumento de contraccién en podria deberse a un incremento de receptores alD vy
posiblemente alB, esta cualidad también se observa en tejido de ratas con diabetes mellitus
experimental. También pudo deberse a un aumento en la concentraciéon de Ca?*, de esta manera
aumenta la contraccién, ya que los adrenoreceptores al en MLV regulan el Ca2* via proteina G.

Para evidenciar la participacion del NO como vasodilatador y regulador del endotelio,
utilizamos L-NAME para inhibir la sintesis de la enzima NOS. Se observé que al afiadir el L-NAME
al tejido con endotelio de CRC (Figura #14-A) hubo un aumento en la contraccién debido a la
menor biodisponibilidad del NO que es el que regula la vasodilatacion de los vasos, sin embargo
la adicion de L-NAME en tejido sin endotelio no mostro ninguna diferencia, ya que el NO es
dependiente del endotelio (Figura #14-B).

Sin embargo en el tejido de CRD encontramos que los anillos con endotelio no mostraron
diferencia al afadir el L-NAME, lo que nos indica que hay una menor biodisponibilidad del NO
por parte del endotelio, lo que ese evidencia con el aumento de contraccidon en tejido con
endotelio sin inhibidor (Figura #15-A). El deterioro de la relajacién vascular dependiente del
endotelio en un marcador de DE, la menor biodisponibilidad de NO genera un endotelio con
efectos pro-trombdticos, pro-inflamatorios y pro-coagulantes (Vittone y Mundifia, 2008).

Estudios realizados por Van Assche y cols., sobre la funcién vascular in vitro en arterias
mesentéricas aisladas de CRD, también mostraron una relajacién reducida de dilatadores
dependientes de endotelio y una mayor contracciéon a NA. La exposicidn a Diabetes gestacional
en la vida fetal y neonatal tiene consecuencias en las crias en la funcién vascular en la vida adulta,
es decir en la presidn arterial y frecuencia cardiaca (Van Assche, 2001).

Cavanal y colaboradores midieron la produccién de NO en los segmentos de aorta de CRD
y CRC utilizando la sonda fluorescente 4,5-diaminofluorescein diacetate (DAF-2) y observé que la
produccién de NO basal estaba deprimido significativamente en CRD en comparacién con el
control (Canaval y col., 2007).

Resultados experimentales de Harrison y cols., indican que los mecanismos que
conducen a una menor sintesis y/o biodisponibilidad del NO son variados y posiblemente
multifactoriales:

1) Disminucion de la sintesis de NO debido a alteraciones en:

1) alteraciones en el metabolismo del sustrato de la eNOS.

El aminoacido L-arginina es transportado desde la sangre hacia la célula endotelial por el
transportador catidnico (CAT-1), estimulado por bradicinina, acetilcolina y citocinas
(interleuquina-18 o TNF-a). El endotelio también puede sintetizar L-arginina a partir del
aminoacido L-citrulina.
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2) Alteraciones en la expresion y/o estructura de la eNOS:

» Aumentan su expresion:

° Fuerza de roce del flujo

° Bajas concentraciones de LDL-ox

. Anadlogos de GMPc

° Exposicion de la célula endotelial a H,02, ROS derivado del radical 0y
» Disminuyen su expresion:

° Hipoxia

° Altas concentraciones de LDL-ox

° Citocinas (TNFa)

° Lipoporisacaridos

. Desensibilizaciéon del RNAm

3) alteraciones en las vias de las sefiales que regulan la actividad de la eNOS.

Un indicador como inductor de la DE es la alteracién de factores celulares que modulan
la actividad de la eNOS. Esta enzima estd sujeta a modificaciones estructurales, muchas ocurren
luego que la proteina es sintetizada (post-traduccién). Estas modificaciones ofrecen mecanismos
de activacién o inhibicién de la enzima en respuesta a estimulos fisioldgicos o patolégicos. Si bien
el aumento transitorio de CaZ* provee el mecanismo mds rapido de la actividad de la eNOS a
través de la union con CaM, la actividad de la eNOS depende de su estado de fosforilacion en
residuos de Ser, Thry Tyr, de su ascilacién y nitrosilacién, de su interaccidén con otras proteinasy
de su localizacién subcelular. La eNOS es una enzima altamente regulada y es probable que
disminuya si actividad en estados avanzados de enfermedad arterial (Vittone Y Mundifia, 2008).

4) disponibilidad de cofactores requeridos por la eNOS.

En ausencia de L-arg o BH4, la eNOS transfiere electrones de O, molecular y produce Oy
en lugar de NO. Esto se conoce como desacople de la eNOS. Existe evidencia experimental que
indica que el desacople de eNOS ocurre en diversas patologias y es la consecuencia de la
oxidacion de BH4 por efecto del peroxinitrito.

1) Aumento de la destruccion de NO.

En condiciones fisioldgicas las defensas antioxidantes minimizan esta interaccién vy
mantienen un adecuado balance NO-O,. Toda situacién que provoque aumento de la
concentracion de O, aun con sintesis normal de NO, provocarda una disminucién en la
biodisponibilidad. La degradacién aumentada de NO por ROS se vincula a distintas patologias en
modelos animales: HTA, hipercolesterolemia, DM, tabaquismo, IC, de igual manera en el hombre
(Vittone y Mundifia, 2008).
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Existe evidencia de la inactivacion oxidativa del NO como mediadora de la DE y fenotipo
vascular patogénico. En los casos de hiperlipidemia, la sintesis excesiva de LDL, incrementa la
formacién de LDL-ox, dando un estado de estrés oxidativo (EO) que ocasiona la conversion de NO
en ONOO", reduciendo sus efectos bioldgicos (Acosta y col., 2006).

La sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) podria ser el aumento en la
peroxidacién de lipidos y sus principales productos con los hidroperdxidos (estimulantes de la
biosintesis de prostaglandinas pero inhibidores de PGIl,) producen desequilibrio perjudicial para
el embridén (Polanco, 2005). Las ROS pueden afectar la funcién vascular: a) directamente sobre
las CE y CMLV dando como resultado dafio estructural y funcional, b) por inactivacién de factores
endoteliales relajantes como el NO y PGl y ¢) mediante la produccion de ONOO", potente
vasoconstrictor y radical lipido oxidante (Gomes y Gil, 2011). Harrison y cols., demostraron que
la hipertension estd asociada a un aumento de la producciéon de ROS y que aun persistiendo la
produccién de NO, la relajacién vascular dependiente de endotelio esta deprimida por lo cual
infirieron que estas condiciones hay inactivacién del NO (Vittone y Mundifa, 2008).

El tono y permeabilidad vascular estan influidos por la sintesis de PG’s especialmente por
la PGl sintetizada por las células endoteliales. La PGl; comparte accién vasodilatadora con el NO,
por sus propiedades vasodilatadoras y antigregantes la PGl; antagoniza los efectos del TXA;
(Lorenzo y col., 2008). En nuestro estudio al usar Indometacina como inhibidor no selectivo de la
COX, no inhibid el efecto contractil del agonista al-adrenérgico, la fenilefrina en la aorta toracica
en ninguno de los grupos estudiados (CRC y CRD), tanto en el tejido con endotelio como sin
endotelio. Podemos relacionar la elevacidon de contraccion en tejido vascular con endotelio al
aumento de factores contractiles como ROS y RL, aumento de PG’s contractiles como la PGH;, y
TXA: y la participacién de la ANG-II (Acosta y col., 2006).

El deterioro de la relajacion dependiente de endotelio es un marcador de DE. La PGl;
podria estar deprimida y por eso el aumento de la respuesta contractil, ya que esta PG tiene
efectos vasodilatadores y antigregante, ademas de antagonizar los efectos del TXA, que es un
potente vasoconstrictor (Lorenzo y col., 2008). También el aumento de ROS y RL como el anién
superoéxido (027) es un elemento en la disminucidn de la biodisponibilidad de NO durante estados
de EO, aumentando la vasoconstriccion (Acosta y col., 2006).

Durante el desarrollo de la HTA, el EO ocasiona que el NO reaccione con las ROS
produciendo ONOO", que estimula a las PG’s contractiles, que estimulan a receptores de
tromboxano y PGH, que se encuentran acoplados a proteinas Gg/11 y durante el agonismo
producen Inositol trifosfato (IP3) liberando Ca?*i, ocasionando la contraccién del MLV (Martinez,
2005).
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Xlll.  RESUMEN DE RESULTADOS

Las ratas gestantes a las que se les indujo la diabetes por STZ presentaron signos
caracteristicos de la patologia diabética (polidipsia, polifagia y poliuria). Las ratas gestantes no
alcanzaron el peso en comparaciéon a las ratas control, ademas presentaron un retardo en la
gestacion.

En las crias de rata diabética, se observd una importante tasa de mortalidad, una
disminucion de crias por camada e incremento de muerte perinatal, una disminucion del peso al
nacer y retardo del crecimiento (microsomia) hasta la cuarta semana de edad y posteriormente
igualando el peso a las crias de rata control a la semana 16 de edad. Los niveles de glucosa fueron
inferiores en CRD en comparacion de las CRC de 4 semanas de edad, sin embargo a las 16
semanas de edad las CRD no mostrabas diferencia significativa con las CRC.

La condicién patoldgica de las madres condujo a alteraciones en la contraccion de los
vasos sanguineos. Encontramos también un aumento en la respuesta contrdctil por fenilefrina
en la aorta tordcica de CRD, debido a la disminucién de vasodilatadores como el NO y PGl y
posible aumento de vasoconstrictores vasculares como el TXA; y PGH,, el aumento de
contraccién también pudo deberse al aumento de Ca?*; debido al desequilibrio se sustancias
vasculares.

XIV. CONCLUSION

La diabetes mellitus gestacional altera la liberacidn de factores relajantes del endotelio como el
Oxido nitrico y las prostaglandinas en la aorta de crias de rata diabética de 16 semanas de edad, lo que
contribuye a la aparicidn de disfuncién endotelial.
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