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RESUMEN

Introduccién. En la actualidad la Diabetes Mellitus constituye un serio problema de
salud publica, dentro de la patogénesis se estudian diversos elementos involucrados
como el estrés oxidativo, lo que conlleva a disfuncion endotelial.

Objetivo. Demostrar que la disfuncion endotelial presente en anillos aislados de aorta
toracica procedentes de ratas con hiperglucemia aguda inducida experimentalmente con
estreptozotocina, altera su respuesta vasodilatadora al peroxido de hidrogeno.

Material y métodos. Peroxido de hidrogeno (H202) y anillos adrticos de ratas albinas
(Wistar). Se us6 anillos aorticos de ratas normales e hiperglucémicas en cdmara de
organos aislados y se registré la actividad vasomotora con un transductor de tension
isométrica. Se produjo contraccion fisiologica maxima con NA 5uM y se determin el
efecto vasodilatador con ACh a dosis de 0.1, 1 y 10 pM. Se compar? la inhibicion de la
vasoconstriccion y la vasorelajacion de anillos de rata con hiperglicemia, tras la
incubacion durante 2 horas con H202 a dosis de 10*M.

Resultados. Después de aplicada la estreptozotocina la glucemia basal aumentd de
72,05 a 198,7mg/dl. Tras la preincubacion con H202 se observo una reduccion de la
contraccion fisiologica de 100 a 90.6%, e incremento la vasodilatacion de 37.8 a 68.3%
comparado con el grupo hiplerglucémico sin previa incubacion en H2Ox.

Conclusiones. La administracion en una sola dosis de estreptozotocina logro
incrementar significativamente la glucemia en los animales tratados. La contraccion
obtenida con noradrenalina sobre anillos normoglucémicos alcanzé un méaximo al cual
se consider6 como del 100%, luego la aplicacion de acetilcolina promovié un efecto
relajante dosis-respuesta. Por tltimo la preincubacion en peroxido de hidrogeno durante
dos horas de los anillos aislados de aorta toracica de ratas con hiperglucemia
(Diabéticas tipo I) disminuy6 la respuesta vasoconstrictora de la noradrenalina sin
embargo, incrementd significativamente la respuesta vasodilatadora de los anillos
adrticos, deteriorada por la presencia de radicales libres inducidos por la produccion de
hiperglucemia aguda.

Palabras Clave: Diabetes Mellitus, Disfuncion endotelial, Perdxido de Hidrogeno,
H>02, Radicales Libre, vasodilatacion, vasoconstriccion
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ABSTRACT

Introduction. Today Diabetes Mellitus is a serious public health problem within
the pathogenesis various elements involved as oxidative stress are studied, leading
to endothelial dysfunction.

Objective. Demonstrate that this endothelial dysfunction in isolated thoracic aortic
rings from rats with experimentally induced acute hyperglycemia streptozotocin
alters its vasodilatory response to hydrogen peroxide.

Material and methods. Hydrogen peroxide (H202) and aortic rings of rats
(Wistar). Aortic rings hyperglycemic and normal rats was used in isolated organs
chamber and vasomotor activity was recorded with an isometric force transducer.
Maximum physiological contraction occurred 10°M NA and ACh vasodilator
effect was determined at doses of 0.1, 1 and 10 uM. Inhibition of vasoconstriction
and vasorelaxation ring hyperglycemia rat was compared after incubation for 2
hours with a dose of 10“M H.0,.

Results. Streptozotocin applied after the fasting glucose increased from 72.05 to
198,7mg / dl. After preincubation with H20O; reduced physiological contraction 100
to 90.6% was observed vasodilation and increased 37.8 to 68.3% compared to the
group without preincubation with H205.

Conclusions. Administration in a single dose of streptozotocin achieved
significantly increase in treated animals glycemia. The contraction obtained with
noradrenaline on normoglycemic rings peaked which was considered as 100%
after application of acetylcholine promoted a soothing dose-response effect. Finally
preincubation hydrogen peroxide for two hours rings isolated thoracic aorta of
rats with hyperglycemia decreased the vasoconstrictor noradrenaline response
however, significantly increased vasodilatory response of aortic rings, impaired by
presence of free radicals induced by the production of hyperglycemia.

Keywords: Diabetes Mellitus, endothelial dysfunction, hydrogen peroxide, H2O»,
Free Radicals, vasodilation
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INTRODUCCION

En la actualidad la Diabetes Mellitus constituye un serio problema de salud publica, se
calcula que en 2014 la prevalencia mundial de la diabetes fue del 9% entre los adultos
mayores de 18 afios (1).Varios factores se han asociado a la aparicion de la diabetes
mellitus, entre ellos la herencia, la alimentacion, pero dentro de la patogénesis en la
actualidad se sefialan y se estudian otros elementos que podrian estar involucrados
como: composicion de acidos grasos, alteraciones del 6xido nitrico y el estrés oxidativo,
lo que conlleva a disfuncion endotelial en la cual predomina el efecto vasoconstrictor;
es por ello que se deben incluir en estudios sobre su patogénesis para disminuir la

incidencia de esta enfermedad y/o a minimizar las complicaciones crénicas de la misma.

En la década pasada el perdxido de hidrogeno (H20:2) se relacionaba con dafio oxidativo
y lesion a nivel de ADN. Actualmente, el papel del H202 es esencial en la regulacion de
numerosos procesos fisiologicos/fisiopatoldgicos, teniendo una funcion destacada en la
apoptosis/proliferacion celular, hiperplasia, angiogénesis y contraccion/relajacion
celular. En algunos de estos procesos se conoce perfectamente el rol del peroxido de
hidrogeno, en otros no esta clara su funcion, pero los distintos autores en el tema
coinciden que el H2O2 juega un papel esencial. Es conocida que una de las principales
acciones del H20:2 es su funcion en la regulacion del tono vascular en los procesos de
contraccion/relajacion. Sin embargo, existen multiples interrogantes sobre la funcion del
H20: sobre ciertos mecanismos intracelulares cuya importancia en la homeostasis
celular ha sido descrito recientemente. En consecuencia en este estudio se analizo el
papel del H20:2 en la regulacion de la vasodilatacién y vasoconstriccion, en anillos de
aorta de rata, resultado de la hiperglucemia aguda, por la presencia de altas
concentraciones de oxidantes en el tejido vascular. Se produjo primero vasoconstriccion
fisiologica maxima con NA 5uM y se determiné el efecto vasodilatador con ACh a
dosis de 0.1, 1 y 10 uM. Se compard la inhibicion de la vasoconstriccion y la
vasorelajacion de anillos de rata con hiperglicemia, tras la incubacion durante 2 horas
con H202 a dosis de 10*M. Los resultados demostraron que la incubacion en peroxido
de hidrogeno, en dosis de 10 M tuvo un efecto inhibidor de la vasoconstriccion sobre
anillos adrticos de rata con hiperglicemia, mediado por la disminucién del contenido

celular del IPsR y su consiguiente inhibicion en la liberacion de calcio; ademads presentd
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un efecto vasodilatador por estimular la guanilato ciclasa soluble que conduce a un

aumento de la concentracion intracelular de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP).
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MATERIALES

e Quiréfano para mamiferos inferiores con mesa de diseccion, calefaccion y
lampara.

e Equipo de 6rganos aislados

e Poligrafo Grass de 10 canales

e Transductor de contraccion isométrica Grass

e Balanza analitica: Sartorius Verke, serie 241.

e Agitador magnético/plancha térmica marca Lab-Line

e pHmetro digital marca Meter

e OsmoOmetro marca Somete

e Termdmetro digital marca Parmer, Serie: 08403.

¢ Homogenizador eléctrico marca Sonic Lab.

RECURSQOS

= Recursos humanos

Autor: Jimmy Alexander Ramos Castro
Asesor del trabajo: Dra. Noemi del Castillo Solérzano
Personal de apoyo

= Recursos materiales
“*Equipos: CICA de la UCSM y CIDE de la Universidad Nacional de San
Agustin
“*Reactivos y Farmacos:

Estreptozotocina
Peroxido de hidrogeno
Noradrenalina

Acetilcolina
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Solucion buffer Krebs/Hepes (K-H) modificado para 6rganos aislados, su
composicion en mM: NaCl, 99.01; KCI, 4.69; CaCla, 1.87; MgSOs4, 1.20;
K2HPOs4, 1.03; NaHCOs, 25.0; NaHepes, 20.0, y la glucosa, 11.1, (pH 7.4).

e Recursos financieros

Autofinanciado.

METODOS
1.1 Determinacién de la respuesta vascular

1.1.1 Obtencion de los anillos adrticos.

Una vez sacrificados los animales mediante contusion cervical, por ser su muerte subita
y por lo tanto menos dolorosa, se les extrajo el segmento de aorta comprendido entre el
arco aortico y el diafragma. El cual fue rapidamente removido y depositado sobre una
placa petri que contuvo una solucion salina fisiologica (K-H) a 4°C. Luego de su prolija
limpieza, eliminando la adventicia, el tejido conectivo periadrtico asi como el tejido
adiposo dentro de la solucion salina que fue cambiada hasta en 3 oportunidades, se
procedié a cortarla en anillos de 3,0 £ 0,05mm de largo, mediante una guillotina

multiple disefiada para tal fin, extrayéndose al final 5 anillos de cada segmento.
1.1.2 Montaje de la preparacion en la camara de 6rganos

Uno a uno, los anillos disecados fueron insertados en la camara de 6rganos aislados.
Para ello, se los insertd en los dos ganchos de acero inoxidable presentes en el interior
de la misma cuidando que el poste fijo cubra completamente al anillo mientras que el
otro, que constituye el extremo terminal del transductor de tension isométrica se pueda

desplazar sin ninguna dificultad.

Realizada la operacion anterior, se lleno el pozo de la camara con 20 ml de la solucion
K-H la que fue oxigenada mediante burbujeo continuo con una mezcla carbogena de
95% de O2 mas 5% de COa. Gracias al empleo de un termociclador, que permite la
circulacion continua de agua por la doble pared de la camara, se mantuvo la preparacion
a una temperatura de 37 *+ 0.3 grados Celsius, El proceso de estabilizacion se logra

dejando reposar la muestra durante 30 minutos como minimo.
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Tanto las contracciones como las relajaciones inducidas en los anillos aorticos, se
expresaron en porcentaje con respecto a la maxima contraccion obtenida con la solucion
SuM de noradrenalina (100%): La determinacion del patron de vasodilatacion en
condiciones fisiologicas se considerdo a la respuesta obtenida con acetilcolina a la

concentracion de 10uM.

1. Con las aortas del Grupo Control se determiné el patrén de contraccion mediante
el empleo de una solucién de noradrenalina SpuM. A la méaxima contraccion
desarrollada frente a la misma, se considerd arbitrariamente como la maxima
respuesta fisiologica (100%) del anillo aislado. Seguidamente, se determin6 la
respuesta normal de relajacion empleando tres dosis crecientes de acetilcolina.
Para ello, una vez alcanzada la estabilizacion de la maxima contraccion se agrego
con un intervalo de aproximadamente 15min, 0,1, 1,0 y 10uM de acetilcolina
observandose la respuesta vasodilatadora. La maxima deflexion (relajacion)
observada con esta ultima dosis se la consideré como la respuesta registrada en
condiciones fisiologicas la que sirvid como patron de vasodilatacion para ser

comparada, con las que se obtengan con los anillos de animales hiperglucémicos.

2. Uno por uno se fueron disponiendo los anillos aorticos obtenidos de los diferentes
grupos en la camara de oOrganos aislados para determinar la magnitud de su
respuesta vasodilatadora previamente contraida con NA e incubada con perdxido

de hidrogeno.

1. Campo de Verificacion
1.1. Ubicacion espacial:
El presente trabajo de Investigacion se realizé en los laboratorios del Centro de
Investigacion de la Universidad Catodlica de Santa Maria (CICA) y Centro de
Investigacion y Desarrollo Cientifico de la Universidad Nacional de San

Agustin

1.2. Ubicacion temporal:

El estudio tuvo una duracion de 10 semanas del 3 de Enero del 2016 al 06 de
Marzo del 2016
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1.3. Unidades de estudio:
La muestra Bioldgica estuvo constituida por 20 ratas albinas (Wistar) machos
con un peso corporal entre 200 a 250g de 3 meses de edad pertenecientes a la

misma camada obtenidas del Bioterio de la UCSM y CIDE de la UNSA.

Las unidades de estudio la fueron constituidos por anillos aislados de aorta
toracica de ratas normoglucémicas los cuales fueron distribuidos aleatoriamente

segun el protocolo de estudio.
1.3.1. Distribucion de las unidades de estudio
Se distribuy6 aleatoriamente de la siguiente manera:

1.3.1.1.  Grupo Hiperglucémico, constituido por los anillos extraidos de
10 ratas normoglucémicas, la induccion de hiperglucemia aguda
produjo un estado diabético en ratas. Para ello, en ayunas se
administré en una sola dosis via intraperitoneal (ip) 60 mg/kg de peso
de estreptozotocina (SZT), la cual fue disuelta en buffer citrato a pH

4,5 y utilizada dentro de los 10 minutos de su preparacion. (2)

1.3.1.2.  Grupo Control: fue constituido igualmente por anillos obtenidos
de 10 animales normales.
2. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS
2.1. Organizacién

Para la realizacion de la presente tesis se procedio de la siguiente manera:

2.1.1. Etapa pre-experimental
Se realizaron las pruebas piloto con el fin de determinar las dosis de los
farmacos a utilizar asi como realizar los ensayos de obtencion y manejo de los

anillos de aorta aislados.

2.1.2. Etapa de estandarizacion

La condiciones tanto ambientales como de alimentacion fueron estandarizadas
de tal manera, que se mantuvo a los animales en jaulas separadas a una
temperatura ambiental de 24°C con humedad relativa del 30%. Pasando por
periodos de luz oscuridad cada 12 horas. La alimentacion fue la misma, durante

todo el tiempo en que durd el estudio y estuvo constituida por 30g de
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concentrado para mantenimiento marca TOMASINO® administrados a la

misma hora del dia y el agua ad libitum.

2.1.3. Etapa experimental
Esta se inicid con la determinacion de la respuesta vasoactiva de los anillos

aorticos al peréxido de hidroégeno en la camara de 6rganos aislados.

2.2. Criterios o estrategias para el manejo de resultados

El analisis estadistico de los resultados se realizd empleando el paquete estadistico

SAS: Statistical Analisis System, Raleigh, North Carolina Institute, INC
Por lo que se calcul6 los siguientes estadigrafos:

Medidas de tendencia central, media desviacion estandar t de Students para hallar
la diferencia entre dos medias independientes. Para el efecto del tratamiento se
realizé el Analisis de Varianza Simple (ANDEVA). La Prueba de sensibilidad de

Tukey modificada permiti6 determinar la efectividad del tratamiento en el tiempo.
Las diferencias se consideraron como:

No significativas p>0,05

Significativas p<0,05

Altamente significativas p<0,01
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CAPITULO 11

RESULTADOS
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“Respuesta vasoactiva al peroxido de hidrégeno en los anillos aislados de aorta
torécica de ratas con disfuncion endotelial inducido por hiperglicemia aguda,
Arequipa, 2016

Tabla 1.

HIPERGLUCEMIA AGUDA INDUCIDA CON ESTREPTOZOTOCINA EN
RATAS

Efecto de la administracion via intravenosa de estreptozotocina sobre los niveles de

glicemia (mg/dl) en el Grupo Hiperglucémico versus el Grupo Control empleando un

placebo.
GRUPQOS DE ESTUDIO
CONDICION Control Hiperglucémicas Prueba t
Basal 71.8 72,05
X +DE +10,6 +9,2 4t
Después de 7 dias 68,8 198,7
X+ DE +9.9 13,7 2001
Prueba t n.s. P<0,01
n 12 12

e Cada punto representa la media de 12 muestras de valores de glucemia expresados
en mg/dl £ la desviacion estandar de la media (DS).

e Se realizd la prueba “t” de Student para datos pareados (basal e hiperglucémicos).
e 1, tamarfio de la muestra
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Figura 1.

HIPLERGLUCEMIA AGUDA INDUCIDA CON ESTREPTOZOTOCINA EN
RATAS
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En la presenta tabla y figura se analiz6 en primer lugar los niveles de glucemia
alcanzados por los animales pertenecientes al grupo Hiperglicemico tratadas con
estreptozotocina. Asi observamos en la tabla 1 y su respectiva figura el incremento
altamente significativo de la cantidad de glucosa en plasma obtenida después de 7 dias
de haber administrado estreptozotocina via intravenosa en una sola dosis. De 72,05 de
glucemia basal aumentdé a 198,7mg/dl después de aplicada la droga. La prueba t
aplicada a las medias, sefalo una alta diferencia significativa (p<0,01) lo cual demostrd
la efectividad del método para inducir hiperglucemia en ratas. Por su lado, los animales
pertenecientes al Grupo Control mantuvieron un valor promedio de glicemia de

68,8mg/dl después de 7 dias.
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Tabla 2.

RESPUESTA VASOACTIVA EN ANILLOS DE AORTA DE RATAS
NORMALES DEPENDIENTE DE NORADRENALINA'Y ACETILCOLINA

Obtencion del patrén de contraccion y relajacion fisioldgicos de anillos aorticos de ratas
normales en respuesta a la administracion de noradrenalina (SuM) y acetilcolina
(0,1uM, 1uM, 10uM) respectivamente.

Tiempo (min) 0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4 45 5
. 61,3 80,2 86,9 95,1 98,9 99,7 100.0 100 100 99,9
Noradrenalina 0
a b b O C c © c [ ¢
+DE 0 62 63 69 75 68 72 8,2 6,3 7,2 7,6
0,1luM
Dosis og 1,0uM
acetilcolina
10uM
S 100 92,1 88,1 87,3 689 654 629 292 26,5 26,7 262
Normoglucémica
a a a a b b b C c ¢ ¢
+DE 6,1 72 6,6 75 68 59 47 3,8 3,1 1,8 1,1

« Los resultados se expresan como porcentaje (Media + desviacion estandar, DE).

« Las flechas indican el momento de la administracion de las dosis de acetilcolina una vez
alcanzado los anillos su maxima contraccion con noradrenalina.

« Se aplico analisis de varianza (ANDEVA) y el test de especificidad de Tukey modificado
para determinar las diferencias significativas entre medias con una exigencia del 99%.
n, tamafio de la muestra (5 anillos).
Letras similares, no hay diferencia significativa (p>0,05), letras diferentes si p<0,01).

En cada una de las tablas de los resultados presentados en este estudio se muestra para
cada tiempo, el valor en porcentaje, después de haber promediado cinco respuestas, el
efecto vasoconstrictor o vasodilatador. El patron de contraccion maxima obtenido
demuestra que los anillos aorticos utilizados se encontraban en perfectas condiciones
para poder realizar los experimentos posteriores.
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Figura 2.

RESPUESTA VASOACTIVA EN ANILLOS DE AORTA DE RATAS
NORMALES DEPENDIENTE DE NORADRENALINA'Y ACETILCOLINA
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El objetivo de la tesis de analizar el papel del H20 , en la regulacion de los mecanismos

contractiles y relajantes, ““in vitro” ese analizan en las siguientes tablas. Para ello, se
obtuvieron los valores patron “fisiologicos” de contraccion (noradrenalina) y relajacion
(acetilcolina) mostrados en la tabla y figura 2.

En el grupo Control como se observa en la tabla y figura 2, la maxima contracciéon con
Noradrenalina a SuM se alcanzé al minuto 3.5 considerandose dicho valor como 100%,
momento en el cual se agreg6 la ACh. Es de notar por los resultados en esta figura, que
la respuesta contractil desarrolla el 50 por ciento de su efecto, durante los 30 primeros
segundos, demorandose el resto del tiempo (3.5 minutos) en alcanzar su efecto maximo.
Con respecto a la respuesta del tejido vascular frente a la ACh, observamos que a través
del tiempo, el efecto de 10uM del neurotransmisor presenta su tipica respuesta
vasodilatadora de 73,8% que genera en endotelios normales.  El estudio de la
pendiente muestra un efecto inmediato vasorelajante aproximadamente entre el minuto
27y 33 alcanza el 50% de la relajacion total para luego descender lentamente hasta el
minuto 41 en que consigue su maxima dilatacion. Esta respuesta vasodilatadora nos
servird como patréon a ser comparada con las aortas disfuncionantes.
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“Respuesta vasoactiva al peroxido de hidrégeno en los anillos aislados de aorta
torécica de ratas con disfuncion endotelial inducido por hiperglicemia aguda,
Arequipa, 2016”

Tabla 3.

RESPUESTA VASOACTIVA EN ANILLOS DE AORTA DE RATAS
HIPERGLUCEMICAS DEPENDIENTE DE NORADRENALINA'Y
ACETILCOLINA

Efecto de los radicales libres sobre la relajacion vascular de anillos aorticos de ratas
hiperglucémicas en respuesta a 3 dosis crecientes de acetilcolina (0,1uM, 1uM, 10uM)
previamente contraidos con noradrenalina SpuM.

Tiempo (min) 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4.5 5
. 68,7 87,5 924 993 1029 1069 1064 1058 106,9 106,8
Noradrenalina 0
a b b C (3 C C c C c
+DE 0 8,4 9,7 6,9 112 9,9 10,7 11,8 10,6 12,5 13,0
0,luM
Dosis de 1,0uM
acetilcolina
10uM
. . 106,4 100,2 91,7 88,6 859 75,1 73,3 64,8 62,5 62,4 62,2
Hiperglucemica
a a a b B b b (© c C c
+DE 12,4 88 9,5 9,1 8,7 6,4 7,7 8,2 7,9 6,4 5,5

« Los resultados se expresan como porcentaje (Media + desviacion estandar, DE).

« Las flechas indican el momento de la administracion de las dosis de acetilcolina una vez
alcanzado los anillos su maxima contracciéon con noradrenalina.

« Se aplico analisis de varianza (ANDEVA) y el test de especificidad de Tukey modificado
para determinar las diferencias significativas entre medias con una exigencia del 95%.

« n, tamafio de la muestra (5 anillos).

. Letras similares, no hay diferencia significativa (p>0,05), letras diferentes si p<0,05).

En ambos grupos experimentales se observo una respuesta vasodilatadora dependiente
de la dosis alcanzando su mayor valor con la concentracion de 10uM (37.8% para los
anillos adrticos procedentes de ratas diabéticas versus 73.8% para los anillos de ratas
control). Al aplicar la prueba t de Student, ésta arrojo una diferencia significativa entre
anillos diabéticos y control a la concentracion de ACh de 0,1uM (p<0,05), mientras que
una diferencia altamente significativas (p<0,01) en las concentraciones de 1uM y

10uM.
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Figura 3.
RESPUESTA VASOACTIVA EN ANILLOS DE AORTA DE RATAS

DIABETICAS DEPENDIENTE DE NORADRENALINA Y ACETILCOLINA
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Obtenidos los valores patron, los mismos que se determinaron una vez instalados los
anillos de aorta de rata con hiperglucemia, se procedié con el protocolo experimental,
como se presenta en la tabla y figura 3, el cual se inicia con la obtencion de la respuesta
contractil con noradrenalina a SuM alcanzando entre el minuto 3 y 3.5 el mayor valor
de 106,9%, siendo ésta mayor a la respuesta contractil maxima del grupo control
considerada como 100%. Posteriormente se procedid a obtencion de la respuesta
relajante empleando 3 dosis crecientes de ACh sobre anillos aorticos procedentes de
ratas diabéticas. Asi, empleando dosis de (0,1uM, 1 uM y 10 pM) se observo que el
efecto relajante sobre los anillos previamente contraidos con Noradrenalina fue
dependiente de la dosis y que la existencia de hiperglucemia (anillos diabéticos) indujo
una respuesta vasodilatadora menor que en los anillos procedentes de animales del

grupo control.
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“Respuesta vasoactiva al peroxido de hidrégeno en los anillos aislados de aorta
torécica de ratas con disfuncion endotelial inducido por hiperglicemia aguda,
Arequipa, 2016

Tabla 4.

RESPUESTA VASOACTIVA EN ANILLOS DE AORTA DE RATAS CON
HIPERGLUCEMIA, PREINCUBADAS CON PEROXIDO DE HIDROGENO,
DEPENDIENTE DE NORADRENALINA Yy ACETILCOLINA.

Efecto de la preincubacion con peroxido de hidrogeno (10-*M) durante dos horas sobre
la relajacion vascular de anillos adrticos de ratas hiperglucémicas en respuesta a la
administraciéon de tres dosis crecientes de acetilcolina (0,IpM, 1pM, 10uM)
previamente contraidos con noradrenalina (SuM).

Tiempo (min) 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4.5 5
. 61,3 75,7 80,9 822 87,1 90,6 902 86,3 87,3 86,4
Noradrenalina 0
a b c G © c C [¢ c [¢
+DE 0 5,1 7,2 4.8 6,5 6,3 8,5 8,9 7,6 7,4 7,9
0,1luM
Dosis de 1,0uM
acetilcolina
10uM
. y 90,2 82,5 69,3 67,7 68,8 482 46,6 38,9 328 31,7 31,9
Hiperglucémica
a a a a a b b b c ¢ c
+DE 8,6 9,0 5,7 7,8 7,3 5,1 4.8 5,2 43 3,6 42

« Los resultados se expresan como porcentaje (Media + desviacion estandar, DE).

« Las flechas indican el momento de la administracion de las dosis de acetilcolina una vez
alcanzado los anillos su maxima contraccion con noradrenalina.

« Se aplico analisis de varianza (ANDEVA) y el test de especificidad de Tukey modificado
para determinar las diferencias significativas entre medias con una exigencia del 99%.
n, tamafio de la muestra (5 anillos).
Letras similares, no hay diferencia significativa (p>0,05), letras diferentes si p<0,05).
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Figura 4.

EVALUACION DE LA RESPUESTA VASOACTIVA EN ANILLOS DE AORTA
DE RATAS CON HIPERGLUCEMIA, PREINCUBADAS CON PEROXIDO DE
HIDROGENO, DEPENDIENTE DE NORADRENALINA Yy ACETILCOLINA.
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Después de incubados en H20: los anillos aorticos procedentes de ratas diabéticas por 2
horas, se procedio con la obtencion de la respuesta contractil con noradrenalina a SuM
alcanzando entre el minuto 3 y 3.5 el mayor valor de 90,6% mostradas en la figura y
tabla 4. Posteriormente se procedi6 a la obtencion de la respuesta relajante empleando 3
dosis crecientes de ACh sobre anillos adrticos procedentes de ratas diabéticas. Asi,
empleando dosis de (0,1uM, 1 uM y 10 uM) se observo que el efecto relajante sobre
los anillos previamente contraidos con Noradrenalina fue dependiente de la dosis y de la
existencia de hiperglicemia (anillos diabéticos preincubados en H202), se indujo una
respuesta vasodilatadora encontrando el valor maximo de 68.3% obtenido al minuto 45,
la incubacion con H20:2 provocd la inhibicién de la vasoconstriccion en los anillos

aorticos de rata con hiperglucemia (Figura 4).
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EVALUACION DE LA HIPERGLUCEMIA EXPERIMENTAL INDUCIDA CON
ESTREPTOZOTOCINA EN RATAS

La estreptozocina es un medicamento utilizado en quimioterapia para el tratamiento de
determinados tumores del pancreas, posee una accidn citotoxica selectiva sobre las
células beta del pancreas. Se clasifica como un agente alquilante del grupo de la
nitrosureas, los cuales atraviesan la barrera hematoencefalica. Los agentes alquilantes
alcanzan su mayor nivel de actividad durante la fase de reposo celular, por lo que este

farmaco no es especifico al ciclo celular.

Al administrar estreptozotocina via intraperitoneal en las ratas del grupo hiperglicemico
se produjo Diabetes Mellitus tipo 1, como se observa en la tabla y figura 1, por lo que se
increment6 el valor de la glucosa sanguinea de 72,05 mg/dl a 198,7 mg/dl 7 dias
después de aplicada la droga. Se encontr6 una alta diferencia significativa (p<0,001) lo
cual demostro la efectividad del método para inducir diabetes en ratas. Sin embargo los
animales pertenecientes al Grupo Control mantuvieron un valor promedio normal

después de 7 dias.

FUNCION DEL PEROXIDO DE HIDROGENO SOBRE EL RECEPTOR DE
INOSITOL 1, 45-TRIFOSFATO (IP3 Y LA ENZIMA GUANILO CICLASA
SOLUBLE

Es un hecho bien documentado que diversas sustancias contractiles, cuyo mecanismo de
accion es a través de la formacion de IP3, disminuyen los niveles del Receptor de
Inositol 1, 4,5-trifosfato (IP3R). Existe numerosa bibliografia que le otorga al H2O2 un

efecto contractil por un aumento de calcio intracelular.

Los resultados obtenidos por Garrido, 2007 (3) nos muestran una disminucién en la
cantidad del Receptor de IP3 tipo I y el Receptor de IP3 tipo III en células musculares
lisas (CML) tratadas con H202. La disminucion se puede interpretar como un
mecanismo de defensa celular frente a un estimulo contractil. Esta disminucion fue
dosis y tiempo dependiente, alcanzandose el maximo a las 6 horas de tratamiento con
H20:2 a una dosis de 10*M. Para comprobar que la dosis méaxima utilizada (10*M) no
era toxica para la célula, se realizaron ensayos de la viabilidad celular por citometria de
flujo y los resultados obtenidos muestran que el tratamiento de las CML tratadas con

H>0: a una dosis de 10*M durante 8 horas no resultaba toxica, resultado confirmado
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ademas por otros autores como Lee KH. y cols, 2004 (4). Como ya se indico, el papel
contractil del H202 es mediado por un aumento de calcio intracelular. Aunque la
procedencia del calcio atin no se identifica claramente, asi por ejemplo algunos autores
como Zheng Y. & Shen X., 2005 (5) lo atribuyen a una activacion de los receptores de
IP3, y otros como Granado PM y cols., 2006 (6) muestran que su procedencia es
mitocondrial, los distintos estudios coinciden en la ausencia de la elevacion de los

niveles de IPs intracelulares.

El Receptor de Inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R) actia como canales de calcio permitiendo
movilizarse al calcio desde los almacenes intracelulares hacia el citosol. En el estudio
realizado por Garrido, 2007 (3) una vez que observd la disminucién del contenido
celular del IPsR, procedi6 a evaluar la importancia funcional de esta disminucion,
analizando la respuesta celular al tratamiento con IP3. Los resultados obtenidos
mostraron una inhibicioén en la liberacion de calcio por IP3 en CML tratadas con H202,
con respecto a sus controles. Para confirmar la importancia funcional de la disminucion
del contenido celular del IP3R inducido por H20: se realizo el analisis de la respuesta
vasoconstrictora de las células en presencia de un agonista como la Angiotensina II
donde se observé una disminucion de la vasoconstriccion cuando las CML eran
preincubadas con H20:2, siendo esta disminucion proporcional a la obtenida en la
liberacion de calcio por IP3; dicho resultado fue similar al encontrado en nuestro estudio
que se muestran en la tabla y figura 4 realizados en anillos de aorta de ratas con
hiperglucemia preincubadas en H202 y su disminucion de la respuesta vasoconstrictora
a la noradrenalina. Los resultados presentados por Garrido, 2007 (3) también mostraron
una disminucion en el contenido y actividad del IPsR; e IP3sR3 en CML de aortas
tratadas con H20:2. Este efecto fue acompanado de una menor respuesta contractil de las
CML a Angiotensina II. Por otro lado, demostro el papel esencial de la generacion H202
regulando dos mecanismos celulares criticos en el proceso de contraccion-relajacion, los
sistemas de respuesta al IP3 y al Oxido Nitrico (ON). En conclusién el H202 disminuy6
la cantidad del IPsR1 e IP3R3 en CML, este efecto se acompafiéo de una menor liberacion
de calcio inducida por IP3, asi como de una menor respuesta contractil frente a

Angiotensina II.

La fase final de la via endotelial se lleva a cabo cuando el 6xido nitrico provoca la
formacion de GMP ciclico por las enzimas guanilato ciclasas en el musculo liso

vascular, para posteriormente, a través de este, desencadenar los mecanismos
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intracelulares que lleven a la relajacion de los vasos sanguineos, es por ello que la
capacidad del H20O: para estimular la guanilato ciclasa soluble podria hacer pensar que
se trata de un mediador con una cierta capacidad relajante como se demuestra en el
presente estudio mediante la incubaciéon en H20:2 de anillos de aorta de rata con

hiperglucemia.

EVALUACION DE LA RESPUESTA VASOACTIVA EN ANILLOS DE AORTA
DE RATAS NORMALES Y DIABETICAS DEPENDIENTE DE
NORADRENALINA'Y ACETILCOLINA

Noradrenalina es una catecolamina natural, que genera vasoconstriccion al activar
receptores adrenérgicos en aorta (Fauaz y col.,, 2000) (7). Se ha utilizado para la
vasoconstriccion de aorta de rata aislada, donde se han investigado mecanismos de
vasorelajacion (Adegunloye y col., 1996 (8); Iturriaga, 2001 (9); Ziyyat y col., 2002
(10)). La vasorelajacion se produciria por mecanismos dependientes del endotelio como
de la musculatura lisa vascular, por esto se realizan estudios en anillos de aorta con

endotelio y sin endotelio (Kuramochi y col. (11), 1994; Ziyyat y col., 2002 (10)).

Acetilcolina (ACh), a pesar de carecer virtualmente de aplicaciones terapéuticas
(Hardman y col., 2001 (12)), es usada en el estudio de la fisiologia vascular (Pérez y
col., 2002 (13)). La dilatacion de los lechos vasculares por acetilcolina se debe a la
presencia de receptores muscarinicos, primordialmente del tipo M3 (Jaiswal y col., 1991
(14); Bruning y col., 1994 (15)). Cuando se estimulan los receptores M3 ubicado a nivel
endotelial en la aorta de rata, las células endoteliales descargan factor relajante derivado
de endotelio u NO, el que difunde hacia las células del musculo liso adyacente,
produciéndose la relajacion en ratas normotensas (Neelam y col., 1991 (16); Boulanger
y col., 1994 (17)) demostrandose que el efecto vasodilatador de la acetilcolina necesita

de la integridad del endotelio para realizarse (vasodilatacion dependiente del endotelio).

En el grupo Control como se observa en la tabla y figura 2, la maxima contraccién con
Noradrenalina a una concentracion de 5SuM se alcanz6 al minuto 3.5 considerandose
dicho valor como 100%, momento en el cual se agreg6 la ACh a una concentracion de
10uM del neurotransmisor presenta su tipica respuesta vasodilatadora que genera en
endotelios normales de 73,8% en el minuto 41 en que consigue su maxima dilatacion.
Esta respuesta vasodilatadora se utilizd como patrén para ser comparada con las aortas

disfuncionantes; los cuales presentaron una contracciéon maxima con noradrenalina de
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106,9%, siendo ésta mayor a la respuesta contractili maxima del grupo control
considerada como 100%. Posteriormente la respuesta relajante empleando 3 dosis
crecientes de ACh (0,1uM, 1 pM y 10 uM) sobre anillos adrticos procedentes de ratas
diabéticas, se observo que el efecto relajante sobre los anillos previamente contraidos
con Noradrenalina fue dependiente de la dosis y que la existencia de hiperglicemia
(anillos diabéticos) indujo una respuesta vasodilatadora menor que en los anillos
procedentes de animales del grupo control. El deterioro de la relajacion demuestra un
endotelio alterado conocido como disfuncion endotelial debido al incremento de la
produccion de radicales libres procedentes del oxigeno (EROS) en las 3 concentraciones
estudiadas. En ambos grupos experimentales se observo una respuesta vasodilatadora
dependiente de la dosis alcanzando su mayor valor con la concentracion de 10uM
(37.8% para los anillos adrticos procedentes de ratas hiperglucémicas versus 73.8% para
los anillos de ratas control). Al aplicar la prueba t de Student, ésta arrojo una diferencia
significativa entre anillos diabéticos y control a la concentracion de ACh de 0,1uM
(p<0,05), mientras que una diferencia altamente significativas (p<0,01) en las

concentraciones de 1luM y 10uM.

EVALUACION DE LA RESPUESTA VASOACTIVA EN ANILLOS DE AORTA
DE RATAS CON HIPERGLUCEMIA, PREINCUBADAS CON PEROXIDO DE
HIDROGENO, DEPENDIENTE DE NORADRENALINA Yy ACETILCOLINA.

Después de incubados en H20:2 los anillos aorticos procedentes de ratas diabéticas, la
respuesta contractil con noradrenalina a SuM alcanzando el valor maximo de 90,6%
mostradas en la figura y tabla 4, siendo ésta menor a la respuesta de los dos resultados
obtenidos anteriormente en el grupo control considerada como 100% (tabla 2) y el
grupo diabético sin previa incubacion en H2O2 donde se obtuvo el 106.9% de respuesta
contractil (tabla 3). Se puede deducir que la incubacion en peroxido de hidrégeno, en
dosis de 10* M tuvo un efecto inhibidor de la vasoconstriccion sobre anillos adrticos de
rata con hiperglucemia, mediado por la disminucion del contenido celular del IP3R y su
consiguiente inhibicion en la liberacion de calcio. Posteriormente en la respuesta
relajante empleando 3 dosis crecientes de ACh (0,1uM, 1 uM y 10 pM) sobre anillos
aorticos procedentes de ratas diabéticas se observo que el efecto relajante sobre los
anillos previamente contraidos con Noradrenalina fue dependiente de la dosis y de la
existencia de hiperglucemia (anillos diabéticos preincubados en H20z), el valor maximo

la respuesta vasodilatadora fue de 68.3% obtenido al minuto 45, dicho valor fue menor
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y estadisticamente no significativo, comparado con el obtenido en anillos procedentes
de animales del grupo control (73,8%); sin embargo fue mayor y estadisticamente
significativo comparado con el resultado dilatador en anillos procedentes de animales
diabéticos sin previa incubacion en H202 (37.8%) . Es decir los resultados observados
en la figura y tabla 4 también mostraron un aumento significativo (p<0,05) de la
vasorelajacion inducida con acetilcolina comparada con el Grupo Hiperglucémico (tabla
2); la incubacion con H202 provoco la inhibicion de la vasoconstriccion en los anillos
aorticos de rata con hiperglucemia (Figura 4) y resulto significativa al compararla con el
patron de méaxima contraccion (Figura 2). Dicho efecto vasodilatador fue mediado por
el aumento sobre el contenido de guanilo ciclasa soluble que conduce a un aumento de
la concentracion intracelular de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP), estando
implicado en este proceso un aumento de la estabilidad del mRNA, o una disminucién

de la tasa de degradacion por el proteasoma.
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Primera. La administracion en una sola dosis de estreptozotocina logro incrementar
significativamente la glucemia en los animales tratados. Manteniéndose en esa

condicion durante todo el tiempo que durd la parte experimental del estudio.

Segunda. La contraccion obtenida con noradrenalina sobre anillos normoglucémicos
alcanzé un maximo al cual se consider6 como del 100%, luego la aplicacion de

acetilcolina promovio un efecto relajante dosis-respuesta.

Tercera. La preincubacion en peroxido de hidrogeno durante dos horas de los anillos
aislados de aorta toracica de ratas con hiperglucemia disminuy6 la respuesta
vasoconstrictora de la noradrenalina. Sin embargo, increment6 significativamente la
respuesta vasorrelajante de los anillos aorticos deteriorada por la presencia de radicales

libres inducidos por la produccién de hiperglucemia.

Recomendamos estudios para evaluar el efecto vasodilatador del H20O2 sobre vasos
sanguineos con disfuncion endotelial en enfermedades relacionadas, para su mejor

comprension y posterior aplicacion topica.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM = DE SANTA MARIA

CAPITULO V
RECOMENDACIONES

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



v#7% . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE . i B——CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

1. Promover la divulgacion del presente estudio.

2. Se debe realizar estudios para evaluar el efecto vasoactivo del Peréxido de Hidrégeno
en arteria de cordon umbilical de humanos, para su posterior aplicacién en humanos.

3. Continuar estudios de toxicidad a diferentes concentraciones del Perdxido de
Hidrégeno
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.- PREAMBULO

El estudio de la fisiopatologia endotelial ha dado lugar al concepto de “disfuncion
endotelial”, considerada hoy en dia como una alteracion de la fisiologia del endotelio, en
cuyo centro se encuentra la hiperactivacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) y concretamente el papel de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA), que
es producida por la interaccion de diversos factores de riesgo o noxas y que se traduce en
una serie de eventos fisiopatologicos que llevan a la alteracion de la homeostasis
cardiovascular.

Al considerar en la actualidad al endotelio como el 6rgano endocrino mas grande de
nuestro cuerpo, ha cambiado la vision que se tenia sobre la etiopatogenia de la
hipertension arterial por cuanto el endotelio constituye una formidable fabrica de diversos
factores (15 péptidos o proteinas conocidos hasta ahora), que regulan la funcion
circulatoria y por ende la presion arterial.

Como resultado de la hiperglucemia, se presenta un estado de estrés oxidativo que
contribuye al desarrollo de aterosclerosis y al dafio de 6rganos blanco tales como el
endotelio vascular. Es por ello que su estudio y comprension se tornan fundamentales para
saber manejar la enfermedad de tal manera, se pueda mejorar y complementar su
tratamiento con otro tipo de drogas tales como los antioxidantes. El desequilibrio entre los
mecanismos oxidantes y la respuesta antioxidante del organismo en favor de los primeros,
produce entre otros dafios, las rupturas de membranas celulares asi como de las que cubren
las organelas del citoplasma.

Las alteraciones de la funcion endotelial se expresan como un compromiso de las acciones
relajantes de las células musculares lisas, demostradas en diversas condiciones patologicas
entre las que se cuenta a la hiperglucemia. Estos efectos ocurren ya sea por una menor
produccion o liberacion de factores vasodilatadores o por una mayor produccion o

liberacion de factores vasoconstrictores.

La reduccion de los factores relajantes derivados del endotelio fue demostrado en vasos
sanguineos de diferentes modelos experimentales de diabetes experimental.
Comprobandose inhibicion de la respuesta vasodilatadora a la acetilcolina y otros
vasodilatadores mediados por endotelio en pacientes hiperglucémicos mientras que ello no

ocurre por la accion de vasodilatadores exdgenos independientes del endotelio.
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En el presente estudio me propuse demostrar las alteraciones que sufre la respuesta
vasodilatadora al peroxido de hidrogeno por la presencia de altas concentraciones de

oxidantes en el tejido vascular resultado de la hiperglucemia aguda.
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Il. PLANTEAMIENTO TEORICO
1.- PROBLEMA DE INVESTIGACION

(La disfuncion endotelial altera el efecto vasodilatador del peréxido de hidrégeno en

anillos aislados de aorta toracica de ratas con hiperglucemia?

Descripcion del problema

a. Area del conocimiento:

e Campo: Ciencias de la Salud

e Area: Medicina Humana

e Especialidad: Fisiologia y Cardiologia

e Linea: Disfuncion Endotelial y Diabetes Mellitus

b. Analisis u operalizacion de variables e indicadores:

Variable independiente: Administracion a la camara de 6rganos de ACh.

VARIABLE DEFINICION INDICADOR ESCALA
Administracion de

ACh. sobre anillos Admini,stracién en Nofis (SO Y ,
previamente la  camara de L0uM Razon
incubados con H20:. | 6rganos

Variable dependiente: Respuesta vasoactiva a la acetilcolina de anillos adrticos

aislados.
VARIABLE DEFINICION INDICADOR ESCALA
Capacidad del
Respuesta )
' endotelio de | Porcentaje de
vasoactiva a la . .,
modular las | vasodilatacion  de
acetilcolina de . los anillos aorticos | Razon
funciones
anillos  aodrticos | frente a la
) fisiologicas del | acetilcolina
aislados
lecho vascular
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c. Interrogantes bésicas:

e Existe disfuncion endotelial en anillos aislados de aorta torcica
procedentes de ratas con hiperglucemia aguda inducida
experimentalmente?

e ,Cual es el efecto vasodilatador a tres dosis crecientes de acetilcolina
sobre anillos aislados de aorta toracica de rata con disfuncion endotelial
producto de la hiperglicemia aguda inducida?

e ,Cual es la respuesta vasoactiva de anillos aislados de aorta toracica de
ratas con hiperglucemia aguda inducida a la administracion al bafio de

organos aislados de perdxido de hidrégeno (H202)?

d. Tipo de investigacion: Experimental

e. Nivel de investigacién: Experimental

JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

En la actualidad la Diabetes Mellitus constituye un serio problema de salud publica, se
calcula que en 2014 la prevalencia mundial de la diabetes fue del 9% entre los adultos
mayores de 18 afios (1), se calcula que en 2012 fallecieron 1,5 millones de personas como
consecuencia directa de la diabetes (2) y seglin proyecciones de la OMS la diabetes sera la
séptima causa de mortalidad en 2030. (3)La Federacion Internacional contra la Diabetes
informa que se espera que el numero de diabéticos a nivel mundial aumente de 194
millones a 330 millones para 2030, y tres de cada cuatro diabéticos vivirdn en paises en
desarrollo. La diabetes es mucho mas frecuente antes de los 65 afios en naciones en
desarrollo, razén por la cual tendran consecuencias mucho més graves las complicaciones
microvasculares y macrovasculares. (4)

En el Pert a través del estudio “Prevalencia de Factores de Riesgo para Enfermedades no
Transmisibles” (FRENT) realizado por la Direccién General de Epidemiologia Vigilancia
Epidemiologica de Diabetes en hospitales piloto, Enero-diciembre 2012, evidencian que la
poblacion tanto de ciudades de la Costa como de la Sierra una prevalencia alrededor del
3% (5) Asi mismo entre los afios 2005 y 2011, los casos registrados de diabetes mellitus
por regiones naturales muestran que la Costa es la region con el mayor nimero de casos
con un 74.5%, seguido de la Sierra con el 15.86% y la Selva con el 6.5% de casos

registrados en promedio (6). Los departamentos con mayor incidencia de casos por
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regiones naturales en el 2011 son: Lima con el 78% para la region Costa (incluye la Prov.
Constitucional del Callao), Arequipa con un 26.1% en la region de la Sierra y Loreto con

un 37.44% para la region de la Selva (6).

Diversos factores se han asociado a la aparicion de la diabetes mellitus, entre ellos la
herencia, la alimentacion, pero dentro de la patogénesis se han relacionado otros factores
que podrian estar asociados como son el hiperinsulinismo, las dislipidemias. En la
actualidad se sefialan y se estudian otros elementos que podrian estar involucrados como:
composicion de acidos grasos, alteraciones del 6xido nitrico y el estrés oxidativo, por lo
que, relacionar estos elementos con la patogénesis de la diabetes mellitus y sus
complicaciones seria relevante para disminuir la aparicion de esta enfermedad y/o a

minimizar las complicaciones cronicas de la misma. (7)
2. MARCO CONCEPTUAL

2.1. INTRODUCCION (8)

La enorme diversidad de anomalias causadas por la deficiencia de insulina ha recibido el
nombre de diabetes mellitus. Los médicos griegos y romanos utilizaron el término de
“diabetes” para referirse a cuadros clinicos en que el signo cardinal era un gran volumen
de orina y diferenciaron dos tipos: la “mellitus” en que la orina tenia sabor dulzon y la
“insipida” en que la orina no tenia sabor. Hoy en dia, el término ‘“diabetes insipida” se
reserva para entidades clinicas donde existe deficiencia de la produccion o de la accion de
la vasopresina y el término original, “diabetes”, suele usarse para nombrar la variedad

mellitus.

La causa de la enfermedad clinica siempre es una deficiencia de los efectos de la insulina
en los tejidos. La diabetes tipo 1, o insulinodependiente (IDDM), es consecuencia de la
deficiencia de dicha hormona, causada por la destruccion autoinmunitaria de las células B
de los islotes pancreaticos; comprende 3 a 5% de todos los casos y, por lo general, surge
por primera vez en la nifiez. La diabetes tipo 2, o insulinoindependiente (NIDDM), se
caracteriza por la desregulacion de la liberacion de insulina por parte de las células B,
junto con resistencia a dicha hormona en tejidos periféricos, como el musculo de fibra
estriada, el cerebro y el higado. Esta modalidad de diabetes suele afectar a sujetos con

sobrepeso u obesos.
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La diabetes se caracteriza por poliuria (expulsion de gran volumen de orina); polidipsia
(ingestion de cantidades excesivas de liquidos), adelgazamiento corporal a pesar de la
polifagia (mayor apetito), hiperglucemia, glucosuria, cetosis, acidosis y coma. Se advierten
extensas alteraciones bioquimicas, pero las anomalias fundamentales de gran parte de ellas
pueden provenir como: 1) menor penetracion de glucosa en varios tejidos “periféricos”, y
2) mayor liberacion de glucosa en la circulacion sanguinea, por parte del higado. Por esa
razon, se advierte un exceso de glucosa extracelular y, en el interior de muchas células,
deficiencia de dicho carbohidrato, situacion que algunos llaman “inanicion en medio de la
abundancia”. Asimismo, disminuye el ingreso de aminoacidos en el musculo y aumenta la
lipdlisis.

2.2. Diabetes mellitus (9)

La diabetes mellitus (DM) comprende un grupo de trastornos metabolicos frecuentes que
comparten el fenotipo de la hiperglucemia. Existen varios tipos diferentes de DM debidos
a una compleja interaccion entre genética y factores ambientales. Dependiendo de la causa
de la DM, los factores que contribuyen a la hiperglucemia pueden ser deficiencia de la
secrecion de insulina, decremento del consumo de glucosa o aumento de la produccion de
ésta. El trastorno de la regulacion metabolica que acompaiia a la DM provoca alteraciones
fisiopatologicas secundarias en muchos sistemas organicos, y supone una pesada carga
para el individuo que padece la enfermedad y para el sistema sanitario. En Estados Unidos,
la DM es la primera causa de nefropatia en etapa terminal (end-stage renal disease,
ESRD), de amputaciones no traumaticas de extremidades inferiores y de ceguera en
adultos. También predispone a enfermedades cardiovasculares. Dado que estd aumentando
su incidencia en todo el mundo, seguird siendo una de las primeras causas de morbilidad y

mortalidad en el futuro préximo.
2.2.1 Clasificacion (9)

La DM se clasifica con base en el proceso patégeno que culmina en hiperglucemia, en
contraste con criterios previos como edad de inicio o tipo de tratamiento. Las dos
categorias amplias de la DM se designan tipo 1 y tipo 2. Los dos tipos de diabetes son
antecedidos por una fase de metabolismo anormal de glucosa, conforme evolucionan los
procesos patogenos. La diabetes tipo 1 es resultado de la deficiencia completa o casi total
de insulina, y la tipo 2 es un grupo heterogéneo de trastornos que se caracterizan por
grados variables de resistencia a la insulina, menor secreciéon de dicha hormona y una

mayor produccion de glucosa. Defectos genéticos y metabolicos diversos en la accidn,
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secrecion o ambas funciones de la insulina originan el fenotipo comun de hiperglucemia
en la DM tipo 2 y tienen enormes posibilidades terapéuticas en la época actual, en que se
dispone de agentes farmacologicos para corregir o modificar perturbaciones metabolicas
especificas. La DM de tipo 2 es precedida por un periodo de homeostasia anormal de la
glucosa clasificado como trastorno de la glucosa en ayunas (impaired fasting glucose, IFG)

o trastorno de la tolerancia a la glucosa (impaired glucose tolerance, IGT).

Dos aspectos de la clasificacion actual de la DM difieren de las clasificaciones previas. En
primer lugar se han vuelto obsoletos los términos diabetes mellitus insulinodependiente
(insulin-dependent diabetes mellitus, IDDM) y diabetes mellitus no insulinodependiente
(noninsulin-dependent diabetes mellitus, NIDDM). Como muchos individuos con DM de
tipo 2 acaban requiriendo tratamiento con insulina para el control de la glucemia, el
empleo del término NIDDM generaba confusion considerable. Una segunda diferencia es
que la edad ha dejado de emplearse como criterio en el nuevo sistema de clasificacion.
Aunque la DM de tipo 1 se desarrolla con mas frecuencia antes de los 30 afios, puede
producirse un proceso de destruccion autoinmunitaria de las células beta a cualquier edad.
De hecho, se estima que entre 5 y 10% de las personas que padecen DM después de los 30
afios tiene DM de tipo 1. De modo similar, aunque es mas tipico el desarrollo de DM de

tipo 2 con el paso de los afios, también se da en niflos, en especial en adolescentes obesos.
2.2.2 Otros Tipos de Diabetes Mellitus (9)

Otras causas de DM son defectos genéticos especificos de la secrecion o accion de la
insulina, alteraciones metabolicas que trastornan la secrecion de insulina, trastornos
mitocondriales y un sinnimero de situaciones que alteran la tolerancia a la glucosa. La
diabetes del joven de inicio en la madurez (maturity onset diabetes of the young, MODY)
es un subtipo de DM que se caracteriza por ser transmitido por herencia autosémica
dominante, comienzo precoz de la hiperglucemia (por lo comun antes de los 25 afios de

edad) y trastorno de la secrecion de insulina (que se tratard mas adelante en este capitulo).

Las mutaciones del receptor de insulina causan un grupo de trastornos poco frecuentes
caracterizados por resistencia grave a la insulina. La DM puede ser el resultado de
enfermedad del pancreas exocrino cuando se destruye gran parte de los islotes
pancredticos. Las hormonas que antagonizan la accion de la insulina pueden producir DM.
Por este motivo, la DM es a menudo una manifestacion de ciertas endocrinopatias, como
acromegalia y sindrome de Cushing. La destruccion de los islotes pancredticos se ha

atribuido a infecciones viricas, pero son una causa extremadamente rara de DM.
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En Japon se ha observado una forma de diabetes de tipo 1 de comienzo agudo llamada
fulminante y pudiera vincularse con una infeccion de los islotes de Langerhans por un

virus.
2.2.3 Diabetes Gravidica (9)

Durante el embarazo se puede desarrollar y descubrir por primera vez intolerancia a la
glucosa. La resistencia a la insulina relacionada con las alteraciones metabolicas del final
del embarazo aumenta las necesidades de insulina y puede provocar hiperglucemia o
intolerancia a la glucosa. La diabetes mellitus gravidica (gestational diabetes mellitus,
GDM) se presenta en alrededor de 4% de los embarazos en Estados Unidos; la mayoria de
las mujeres recuperan una tolerancia a la glucosa normal después del parto, pero tienen un

riesgo sustancial (30 a 60%) de padecer diabetes en etapas ulteriores de la vida.
2.2.4 Clasificacion Etioldgica De La Diabetes Mellitus (9)

I. Diabetes de tipo 1 (destruccion de las células beta, que habitualmente provoca déficit

absoluto de insulina)
A. Inmunitaria
B. Idiopatica

II. Diabetes de tipo 2 (varia entre resistencia a la insulina predominante con déficit relativo

de insulina y defecto secretor de insulina predominante con resistencia a la insulina)
II1. Otros tipos especificos de diabetes

A. Defectos genéticos de la funcion de las células beta caracterizados por

mutaciones en:
1. Factor de transcripcion nuclear del hepatocito (HNF) 4a (MODY 1)
2. Glucocinasa (MODY 2)
3.HNF-1a(MODY?3)
4. Factor promotor de insulina (IPF-1; MODY 4)
5.HNF-1a(MODYY5)
O.NeuroDI (MODY 6)
7. DNA mitocondrial

8. Subunidades del canal del potasio sensible a ATP
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9. Conversion de proinsulina o insulina
B. Defectos genéticos en la accion de la insulina

1. Resistencia a la insulina de tipo A

2. Leprechaunismo

3. Sindrome de Rabson-Mendenhall

4. Sindromes de lipodistrofia

C. Enfermedades del pancreas exocrino: pancreatitis, pancreatectomia, neoplasia,
fibrosis quistica, hemocromatosis, pancreatopatia fibrocalculosa, mutaciones en el

gen de lipasa de carboxil-éster.

D. Endocrinopatias: acromegalia, sindrome de Cushing, glucagonoma,

feocromocitoma, hipertiroidismo, somatostatinoma, aldosteronoma.

E. Inducida por farmacos o agentes quimicos: Vacor, pentamidina, acido
nicotinico, glucocorticoides, hormona tiroidea, diazoxido, agonistas adrenérgicos

beta, tiazidas, fenitoina, interferon alfa, inhibidores de proteasa, clozapina.
F. Infecciones: rubéola congénita, citomegalovirus, virus coxsackie.

G. Formas infrecuentes de diabetes inmunitaria: sindrome del "hombre rigido",

anticuerpos contra el receptor de insulina.

H. Otros sindromes genéticos que a veces se asocian a diabetes: sindrome de
Down, sindrome de Klinefelter, sindrome de Turner, sindrome de Wolfram, ataxia
de Friedreich, corea de Huntington, sindrome de Laurence-Moon- Biedl, distrofia

miotdnica, porfiria, sindrome de Prader-Willi
IV. Diabetes gravidica (GDM)
2.2.5 Diagnostico de la Diabetes Mellitus (9)

El National Diabetes Data Group y la Organizacion Mundial de la Salud han propuesto
criterios diagndsticos para la DM basados en las siguientes premisas: 1) el espectro de la
glucosa plasmatica en ayunas (fasting plasma glucose, FPG) y la reaccion a una carga oral
de glucosa (prueba de tolerancia de glucosa ingerida [oral glucose tolerance test, OGTT])
varian entre los individuos normales, y 2) la DM se define como nivel de glucemia al que
ocurren las complicaciones especificas de la diabetes mas que como desviaciones a partir

de una media basada en la poblacion. Por ejemplo, la prevalencia de la retinopatia en los
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amerindios estadounidenses (especificamente los pimas) empieza a incrementarse a una

FPG que pasa de 6.4 mmol/L (116 mg/100 ml).

La tolerancia a la glucosa se clasifica en tres categorias, con base en la cifra de glucosa
plasmatica en el ayuno (FPG): 1) FPG <5.6 mmol/L (100 mg/100 mi) es la cifra normal;
2) FPG = 5.6 a 6.9 mmol/L (100 a 125 mg/100 mi) se define como prediabetes, es decir,
alteracion de la glucemia en el ayuno, y 3) FPG >7.0 mmol/L (126 mg/100 mi) justifica el
diagnostico de diabetes mellitus. Con base en los datos de la prueba de tolerancia a la
glucosa oral (OGTT) se define IGT como los niveles de glucemia entre 7.8 y 11.1 mmol/L
(140 y 199 mg/100 mi) y se define la diabetes como la cifra de glucosa mayor de 11.1
mmol/L (200 mg/100 mi) 2 h después de la ingestion de 75 g de glucosa, como estimulo o
carga. Algunas personas tienen la combinacion de IFG e IGT. Los individuos con IFG,
IGT, o ambas, cuadro llamado recientemente prediabetes por la American Diabetes
Association (ADA), estan expuestos a un riesgo sustancial de mostrar DM de tipo 2
(riesgo de 25 a 40% en los siguientes cinco afios) y también un mayor peligro de mostrar

enfermedad cardiovascular.

Los criterios actuales de diagnostico de la DM resaltan que la FPG es el método mas fiable
y comodo de diagnostico de DM en sujetos asintomaticos. Una concentracion de glucosa
plasmatica >11.1 mmol/L (200 mg/100 ml) tomada al azar y acompafiada de los sintomas

clasicos de DM (poliuria, polidipsia y pérdida de peso) basta para el diagnostico de DM.

La prueba de sobrecarga oral de glucosa, aunque sigue siendo un método valido de

diagnostico de DM, no se recomienda como parte de la atencion sistematica.

Algunos investigadores han aconsejado recurrir a la determinacion de hemoglobina A1C
(A1C) como prueba diagnéstica de DM. Aunque existe correlacion firme entre las
elevaciones de la glucosa plasmatica y la A1C, las relaciones entre FPG y Al1C en
individuos con tolerancia normal o intolerancia ligera a la glucosa son menos claras, por lo
que en la actualidad no se recomienda emplear la determinacion de A1C para el

diagnostico de diabetes.

El diagnéstico de DM tiene implicaciones profundas para el individuo desde los puntos de
vista médico y financiero. Por lo anterior, deben satisfacerse estos criterios diagnosticos
antes de confirmar que el individuo experimenta DM. Deben persistir las anormalidades
indicadoras de diabetes en estudios repetidos antes de establecer el diagndstico definitivo

de la enfermedad, a menos que se encuentren trastornos metabdlicos agudos o
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concentracion plasmatica de glucosa notablemente elevada. Los criterios revisados
permiten, ademas, eliminar el diagnostico de DM en las situaciones en las que la FPG se

normaliza.
2.2.6 Patogenia De La Diabetes Mellitus De Tipo 1 (9)

La diabetes mellitus de tipo 1 es consecuencia de interacciones de factores genéticos,
ambientales e inmunoldgicos, que culminan en la destruccion de las células beta del
pancreas y la deficiencia de insulina. Dicho tipo de la enfermedad es consecuencia de
destruccion autoinmunitaria de las células mencionadas, y muchas personas que la tienen
(no todas) expresan manifestaciones de autoinmunidad dirigida contra islotes. Algunos
sujetos que presentan el fenotipo clinico de DM de tipo 1 no tienen marcadores
inmunologicos que denoten la presencia de un fenoémeno autoinmunitario que afecte a las
células beta. Segun expertos, dichas personas terminan por mostrar deficiencia de insulina
por mecanismos no inmunitarios desconocidos y facilmente presentan cetosis; muchos de
ellos son descendientes afroestadounidenses o asiaticos. Los individuos con predisposicion
genética tienen una masa normal de células beta en el momento del nacimiento, pero
comienzan a perderla por destruccion inmunitaria a lo largo de meses o afios. Se piensa
que este proceso autoinmunitario es desencadenado por un estimulo infeccioso o
ambiental, y que es mantenido por una molécula especifica de las células beta. En la
mayoria de los individuos aparecen inmunomarcadores después del suceso desencadenante
pero antes de que la enfermedad se manifieste en clinica. Después empieza a declinar la
masa de las células beta y se trastorna progresivamente la secrecion de insulina, a pesar de
mantenerse una tolerancia normal a la glucosa. La velocidad de declive de la masa de
células beta es muy variable de un individuo a otro, y algunos pacientes avanzan
rapidamente al cuadro clinico de diabetes, mientras en otros la evolucion es mas lenta. Las
caracteristicas de la diabetes no se hacen evidentes sino hasta que se ha destruido la mayor
parte de las células beta, en este punto, todavia existen células beta residuales, pero son
insuficientes para mantener la tolerancia a la glucosa. Los sucesos que desencadenan la
transicion entre la intolerancia a la glucosa y la diabetes franca se asocian a menudo a un
aumento de las necesidades de insulina, como puede ocurrir durante las infecciones o la
pubertad. Después de la presentacion inicial de una DM de tipo 1, puede haber una fase de
"luna de miel" durante la cual es posible controlar la glucemia con dosis bajas de insulina
o incluso, en raras ocasiones, prescindiendo de ésta. Sin embargo, esta fase fugaz de

produccion de insulina endogena por las células beta residuales desaparece cuando el

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —Z  DE SANTA MARIA

proceso autoinmunitario termina por destruir las pocas que quedan, y el sujeto sufre un

déficit completo de insulina.

2.2.7 Diabetes Mellitus tipo 1 experimental (10)

Para inducir diabetes en animales han sido usados varios métodos quimicos, virales y
hormonales, siendo los mas utilizados los métodos quimicos, los cuales destruyen total o
parcialmente las células beta () de los islotes de Langerhans. Entre los agentes quimicos
mas usados tenemos: estreptozotocina, acido urico, aloxano, N-nitrosometilurea, entre
otros.

Ademas, también se ha utilizado la pancreatectomia asociada a alguna de estas drogas o
sola. Los sintomas de diabetes humana y experimental son similares a la de los animales,
ya sea ésta provocada por pancreatectomia o destruccion de los islotes de Langerhans por

accion de drogas.

2.3 ENDOTELIO

El endotelio constituye un o6rgano grande e importante que se encuentra entre la sangre
circulante y las tinicas media y adventicia de los vasos sanguineos. Responden a los
cambios en el flujo, el estiramiento, las diversas sustancias circulantes y los mediadores
inflamatorios. Secretan reguladores del crecimiento y sustancias vasoactivas. (11) Desde el
trabajo pionero de Furchgott y Zawadzki (12), el endotelio ha sido reconocido como el mas
importante regulador de la homeostasis vascular. Las células endoteliales, como union de
los vasos celulares, estan estratégicamente ubicados entre las células sanguineas
circulantes y las células sanguineas fijas, asi como las células musculares vasculares. En
una persona con un peso corporal de 70 Kg, el endotelio cubre un area aproximada de 700

m? y pesa alrededor de 1 a 1.5 Kg (13)
2.3.1 Estructura Del Endotelio Vascular
El endotelio hace referencia a una capa unicelular de células endoteliales que recubre

vasos sanguineos (arteriales y venosos), vasos linfaticos, cavidades cardiacas, cuerpos

cavernosos y camara anterior del ojo.
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La monocapa continua que forman las células epiteliales, con la que tapizan la cara
luminal interna de los vasos, es una estructura organizada que asegura su alto grado de
especializacion funcional. Las células endoteliales se orientan en el sentido del flujo
sanguineo.

El endotelio vascular ademas de constituir una barrera que separa la sangre de la pared
vascular, es un o6rgano multifuncional. Ello hace del endotelio un sistema receptor,
transductor y emisor de sefiales que asegura el control endo, auto y paracrino en la pared
vascular.

La vision original del endotelio, como una simple barrera pasiva o aislante, ha
evolucionado drasticamente hasta ser considerado un o6rgano multifuncional. El endotelio
estd situado estratégicamente para monitorizar estimulos de origen tanto sistémico como
local y para modificar su propio estado funcional. Este proceso adaptativo transcurre de un
modo imperceptible, contribuyendo a mantener la homeostasis. Sin embargo, pueden
producirse cambios no adaptativos, provocados por estimulos fisiopatologicos, que dan
lugar a alteracion de las interacciones normales del endotelio con elementos celulares y
macromoleculares de la sangre circulante y de la pared vascular. Estas alteraciones,
conocidas genéricamente como disfuncion endotelial, desempefian un papel importante en
el inicio y curso de diversas enfermedades vasculares inflamatorias y degenerativas.
Aspectos importantes en la organizacion endotelial con implicacion en las funciones que
estas células desempefian son el hecho de que el endotelio constituye la interfase entre los
compartimentos intra y extravascular, que dispone de una amplia superficie de contacto, y
que presenta importantes variaciones o especializaciones regionales

La célula endotelial sintetiza, almacena y libera diferentes moléculas que cumplen
funciones autocrinas, paracrinas y endocrinas. El recubrimiento endotelial ostenta
diferentes receptores que le permiten captar sefiales fisicas, quimicas, hormonales e

inmunologicas que lo integran en el complejo psico-neuro-inmuno-endocrino del humano.

El endotelio tiene varias funciones esenciales para la salud, que se ejercen en su mayoria a
través de mediadores quimicos. La funciéon mas conocida del endotelio normal es la de
mantener la regulacion del tono de la pared vascular. El endotelio regula el tono vascular
prioritariamente mediante la sintesis y liberacion de prostaciclina, o6xido nitrico y
endotelina. Las células endoteliales constituyen una barrera selectiva que controla la
permeabilidad y el transporte de solutos y macromoléculas que ayudan a metabolizar

diversos factores generados localmente o aportados por la corriente sanguinea.
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Ademas el endotelio participa en la regulacion de la proliferacion de las células musculares
lisas subyacentes y en el control de la adhesion y extravasacion de neutrédfilos, monocitos y
linfocitos. Todas estas propiedades son debidas a la capacidad que tiene el endotelio de

actuar como sensor para los estimulos humorales y hemodinamicos.

Tres mecanismos basicos estan implicados en los cambios que sufre la célula endotelial:
Cambios de estructura y forma; expresion de proteinas adhesivas en la membrana celular y

enzimas metabolizantes; y control de la secrecion de factores derivados del endotelio.

2.3.2 Sustancias secretadas por el endotelio (14)
Las células endoteliales constituyen un tejido grande e importante. Secretan muchos
factores de crecimiento y sustancias vasoactivas. Estas ultimas incluyen prostaglandinas y

tromboxanos, 6xido nitrico y endotelinas.

2.3.2.1 Prostaciclina Y Tromboxano A2 (14)

La prostaciclina se genera en las células endoteliales y, el tromboxano A2, en las
plaquetas a partir de un precursor comun, el 4cido araquidénico, mediante la via de
la ciclooxigenasa. El tromboxano A2 promueve la agregacion plaquetaria y la
vasoconstriccion, en tanto la prostaciclina inhibe la agregacion plaquetaria y
fomenta la vasodilatacion. El equilibrio entre el tromboxano A2 plaquetario y la
prostaciclina favorece la agregacion plaquetaria localizada y la formacion
subsiguiente del coagulo, al tiempo que previene la extension excesiva del coagulo
y mantiene el flujo sanguineo alrededor de éste.

El balance entre tromboxano A2 y prostaciclina puede desviarse hacia la
prostaciclina con la administracion de dosis bajas de acido acetilsalicilico. Este
farmaco produce inhibicion irreversible de la ciclooxigenasa por acetilacion de un
residuo de serina en su sitio activo. Es obvio que esto disminuye la produccion de
tromboxano A2 y prostaciclina. Sin embargo, las células endoteliales generan
nueva ciclooxigenasa en cuestion de horas, mientras las plaquetas no pueden
sintetizar la enzima y el valor se eleva s6lo conforme las plaquetas nuevas ingresan

a la circulacion.
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Este es un proceso lento porque la vida media de las plaquetas es de casi cuatro
dias. Por tanto, la utilizacién de cantidades pequefias de acido acetilsalicilico por
periodos prolongados disminuye la formacion de codgulos, y se ha demostrado que
es valiosa en la prevencion de infarto de miocardio, angina inestable, episodios

isquémicos transitorios y apoplejia.

2.3.2.2 Oxido Nitrico (14)

Hace 20 afos, una observacion fortuita condujo al descubrimiento de que el
endotelio tiene una funcion clave en la vasodilatacion. Muchos estimulos diferentes
actian sobre las células endoteliales para producir factor de relajacion derivado del
endotelio (EDRF), una sustancia conocida hoy como o6xido nitrico (NO). Este
ultimo se sintetiza a partir de arginina en una reaccion catalizada por la 6xido
nitrico sintasa (NOS). Se han identificado tres isoformas de esta enzima: 6xido
nitrico sintasa 1 (NOS 1), en el sistema nervioso; 6xido nitrico sintasa 2 (NOS 2), la
cual se encuentra en los macréfagos y otras células inmunitarias, y 6xido nitrico
sintasa 3 (NOS 3), hallada en las células endoteliales. La NOS 1 y la NOS 3 se
activan por medio de agentes que aumentan la concentracion intracelular de calcio,
incluidos los vasodilatadores acetilcolina y bradicinina. La 6xido nitrico sintasa de
las células inmunitarias no se activa con calcio, sino mediante citocinas. El 6xido
nitrico formado en el endotelio difunde a las células de musculo liso, donde activa
la guanilil ciclasa soluble que produce 3,5-monofosfato de guanosina ciclico
(cGMP), el cual a su vez media la relajacion del musculo liso vascular. El 6xido
nitrico se desactiva con hemoglobina. La adenosina, el péptido natriurético
auricular (ANP) y los receptores H2 para histamina originan relajacion del musculo
liso vascular, independiente del endotelio. Sin embargo, la acetilcolina, la histamina
a través de los receptores H1, la bradicinina, el péptido intestinal vasoactivo (VIP),
la sustancia P y algunos otros polipéptidos actiian a través del endotelio; varios
vasoconstrictores cuya accion es directa sobre el musculo liso vascular, inducirian
una constriccién mucho mayor si sus efectos no se limitaran por su habilidad para
inducir al mismo tiempo la liberacién de 6xido nitrico. Cuando el flujo a un tejido
aumenta de manera subita por la dilatacion arteriolar, las arterias grandes que llegan
al tejido también se dilatan. Esta dilatacion inducida por el flujo se debe a la
liberacion local de oxido nitrico. Asimismo, los productos de la agregacion

plaquetaria propician la liberacion de 6xido nitrico y la vasodilatacion resultante
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ayuda a conservar permeables los vasos sanguineos con endotelio intacto. Esto
contrasta con los vasos sanguineos lesionados, en los cuales el endotelio se dafia en
el sitio de la lesion, las plaquetas se agregan y producen vasoconstriccion. Hay mas
pruebas de una participacion fisioldgica del 6xido nitrico en la observacion de que
los ratones carentes de 6xido nitrico sintasa 3 son hipertensos. Esto sugiere que la
liberacion ténica de Oxido nitrico sintasa es necesaria para mantener la presion
sanguinea normal. El 6xido nitrico también participa en la remodelacion vascular y
la angiogénesis, y es factible su accion en la patogenia de la ateroesclerosis. En este
aspecto, es interesante que algunos pacientes con trasplante cardiaco generen una
modalidad acelerada de ateroesclerosis en los vasos del trasplante, y hay razon para
creer que esto se desencadena por dafio endotelial. La nitroglicerina y otros
vasodilatadores muy valiosos en el tratamiento de la angina actGan mediante la
estimulacion de la guanilil ciclasa de la misma manera que el 6xido nitrico.

La ereccion del pene ocurre por liberacion de 6xido nitrico, con la vasodilatacion
subsiguiente y la ingurgitacion de los cuerpos cavernosos. Esto explica la eficacia
de los farmacos, como el sildenafil, los cuales reducen la desintegracion del
monofosfato de guanosina ciclico.

2.3.2.3 Otras Funciones Del Oxido Nitrico (14)

El oxido nitrico esta presente en el cerebro y, al actuar mediante el cGMP, es
importante en la funcion cerebral. Es necesario para la actividad antimicrobiana y
citotoxica de varias células inflamatorias, aunque el efecto neto del 6xido nitrico en
la inflamacion y la lesion histica depende de la cantidad y la cinética de la
liberacion, lo cual a su vez es una consecuencia de la isoforma especifica de 6xido
nitrico sintasa implicada. En el tubo digestivo, aquél es importante para la
relajacion del musculo liso.

2.3.2.4 Endotelinas (14)

Las células endoteliales producen endotelina-1, uno de los vasoconstrictores mas
potentes aislados hasta ahora. Las endotelinasl (ET-1), 2 (ET-2) y 3 (ET-3) son
integrantes de una familia de tres polipéptidos similares con 21 aminoacidos. Cada
molécula esta codificada en un gen distinto. La estructura tinica de las endotelinas
se parece a la de las sarafotoxinas, polipéptidos que se encuentran en el veneno de

una serpiente, el aspid israeli de madriguera.
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e Endotelinal (14)

En las células endoteliales, el producto del gen para endotelina 1 se procesa
hasta una prohormona de 39 aminodacidos, la endotelina 1 grande, la cual
posee alrededor de 1% de la actividad de la endotelina 1. La prohormona se
divide en un enlace triptéfano-valina (Trp-Val) para formar endotelina 1 por
accion de la enzima convertidora de endotelina. Pequefias cantidades de
endotelina 1 grande y endotelina 1 se secretan a la sangre, pero la mayor
parte se libera de modo local y actia de manera paracrina. Se han clonado
dos receptores distintos para endotelina, ambos acoplados con la fosfolipasa
C mediante proteinas G. El receptor ETA, especifico para endotelina 1, se
encuentra en muchos tejidos y media la vasoconstriccion producida por
endotelina 1. El receptor ETB responde a las tres endotelinas y se acopla
con las proteinas G heterotriméricas inhibidoras (Gi). Es probable que
participe en la vasodilatacion y parece mediar los efectos de las endotelinas
en el desarrollo.

e Regulacion De La Secrecion (14)

La endotelina 1 no se almacena en granulos secretores, y la mayoria de los
factores reguladores alteran la transcripcion de su gen, lo cual cambia la
secrecion que ocurre poco después.

e Funciones Cardiovasculares (14)

Como se indico antes, parece que la endotelina 1 es sobre todo un regulador
paracrino del tono vascular. Sin embargo, ésta no se cleva en la
hipertension; en ratones en los que se elimind un alelo del gen para
endotelina 1, la presion sanguinea en realidad se eleva, en lugar de
disminuir. No obstante, la concentracion de la endotelina-1 circulante se
incrementa en la insuficiencia cardiaca congestiva y después del infarto de
miocardio; por ello, quizd participe en la fisiopatologia de estas

enfermedades.

e Otras Funciones De Las Endotelinas (14)

La endotelina 1 se encuentra en el cerebro y los rifiones, ademas de las

células endoteliales. La endotelina 2 se produce sobre todo en rifiones e
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intestino. La endotelina 3 se encuentra en la sangre y existen altas
concentraciones en cerebro. Asimismo, ésta se halla en rifiones y tubo
digestivo. Las endotelinas son abundantes en el encéfalo y, a temprana edad,
se generan en los astrocitos y las neuronas; se encuentran también en los
ganglios de la raiz dorsal, las células del asta ventral, la corteza, el
hipotalamo y las células cerebelares de Purkinje. También participan en la
regulacion del transporte a través de la barrera hematoencefélica. Se
conocen receptores para endotelina en las células mesangiales, y el
polipéptido tiene una funcion en la retroalimentacion tubuloglomerular.

Los ratones con delecion de ambos alelos del gen para endotelina 1
manifiestan anomalias craneofaciales graves y mueren por insuficiencia
respiratoria al nacer, también tienen megacolon (enfermedad de
Hirschsprung), al parecer porque las células que debieran formar el plexo
mientérico no migran a la parte distal del colon. Ademas, las endotelinas

participan en el cierre del conducto arterioso al nacer.

2.3.3 Funciones Del Endotelio Vascular

El endotelio tiene 3 funciones importantes en la regulacion de la fisiologia de los seres
humanos sanos: el tono muscular vascular; la adhesion de leucocitos y la inflamacion; y
mantener el equilibrio entre la trombosis y la fibrin6lisis. (15) Numerosas sustancias son
importantes en el mantenimiento de la funcion endotelial.

La regulacion del tono vasomotor en la vasculatura se determina por el equilibrio entre la
relajacion vascular y contraccion. La sustancia mas importante responsable de la relajacion
vascular dependiente del endotelio es el 6xido nitrico (NO), o factor de relajacion derivado
del endotelio (EDRF). El NO no sélo estd implicado en la relajacion del musculo liso
vascular, sino también media parcialmente la inhibicion de la activacion de las plaquetas,
la adhesion, y la agregacion, la prevencion de proliferacion de musculo liso vascular, y la
adhesion de leucocitos al endotelio. Se conocen también otras sustancias para causar la
relajacion dependiente del endotelio, incluyendo la prostaciclina, la bradicinina,
acetilcolina, y el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF).

Oponerse a la relajacion vascular, el endotelio también libera factores vasoconstrictores
derivados del endotelio (EDCFs), cuya funcion principal es la de mediar Ia

vasoconstriccion dependiente del endotelio. El factor principal de vasocontriccion es la
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endotelina-1, uno de los vasoconstrictores mas potentes conocidos. La produccion de
endotelina-1 estd regulada por una variedad de diversos mediadores, incluyendo la hipoxia,
citoquinas, la angiotensina II, epinefrina, vasopresina, insulina, la trombina, y el LDL-
colesterol. Otros dos EDCFs importantes son tromboxano A2 y la angiotensina II. La
angiotensina II se produce localmente en el endotelio a través de la conversion de
angiotensina I, por la enzima convertidora de angiotensina (ACE) encontrado en la

superficie de las c€lulas endoteliales y sistémicamente por ACE circulante.

El endotelio también tiene un papel esencial en la regulacion de la trombosis y la
inflamaciéon dentro de la vasculatura. El endotelio normal proporciona una superficie
antitrombotica que inhibe la agregacion de plaquetas y facilita el flujo sanguineo. También,
como se ha descrito anteriormente, el endotelio regula la trombosis a través de la liberacion
de NO (que inhibe la activacion de las plaquetas, la adhesion, y la agregacion) y otros
mediadores con actividades antitrombdticas. Por ultimo, el endotelio desempefia un papel
importante en la regulacion de la inflamacion dentro de los vasos sanguineos. Las
propiedades anti-inflamatorias del endotelio sano son esenciales en la prevencion del
desarrollo de la aterosclerosis. La adhesion de los leucocitos a la superficie endotelial es
importante en el desarrollo temprano de una placa aterosclerdtica, y también es
responsable de la ruptura de la placa y la inestabilidad que se producen mas tarde en el

proceso de aterogénesis. (16)

2.4 DISFUNCION ENDOTELIAL (17)

La disfuncion endotelial estd caracterizada por un desbalance en los factores de relajacion
y contraccion derivados del endotelio. Puede ser la causa o la consecuencia de
enfermedades vasculares y es conocido medianamente como marcador de factores de
riesgo cardiovascular. Es interesante que la disfuncion endotelial preceda las alteraciones
en la estructura vascular, indicando un rol protector de endotelio intacto funcionalmente.
Mientras que algunos vasos son particularmente propensos a desarrollar disfuncion
endotelial y ateroesclerosis (arterias coronarias epicardicas, arterias grandes, tales como la
aorta o la arteria iliaca), otros parecen ser protectores (la arteria mamaria interna, la arteria

braquial).
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2.4.1 Implicancia Clinica de la disfuncion endotelial (17)

La evidencia experimental y clinica sugiere que la disfuncion endotelial es el mayor
determinante para el desarrollo y la progresion de enfermedades cardiovasculares y
renovasculares. Un acierto importante de la terapia en pacientes con estas enfermedades,
seria incrementar o preservar la funcion endotelial. La prevencion o la correccion de la
disfuncion endotelial en la enfermedad cardiovascular con agentes dirigidos hacia el
endotelio, tales como inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina, inhibidores
de la HMG-CoA reductasa, y estrogenos, parecen mejorar la evolucién clinica de estos

pacientes.

2.4.2 Potenciales Intervenciones en la Disfuncion Endotelial (17)

Con el conocimiento de los mecanismos endoteliales y los métodos de diagnostico y
detencion de la evolucion, las intervenciones estan dirigidas a las manifestaciones de
disfuncion endotelial méas bien que a la disfuncion en si misma. Aun cuando las
intervenciones dirigidas exclusivamente a la capa simple endotelial podran ser develadas
en el futuro, algunas medidas corrientemente aprovechables han dado esperanzas de

mejorar la funcion endotelial

2.4.3 Naturaleza de la Disfuncion Endotelial en la Diabetes Mellitus

La exposicion a elevados niveles de glucosa puede contribuir a las anormalidades del
endotelio vistas en personas con diabetes. Cuando in vitro, fueron expuestos a una
aumentada concentracion de glucosa, los anillos de aorta aislada normal de conejo fueron
imposibles de relajar normalmente en respuesta a la acetilcolina. La reducida produccion
del NO parece no ser la causa de la deteriorada vasorrelajacion. Un vasoconstrictor
prostaglandina puede ser bastante elaborado en respuesta a la glucosa y un poco, al efecto
vasodilatador normal del NO liberado por el endotelio. Los inhibidores de ciclooxigenasa
restauraron la deteriorada relajacion inducida con acetilcolina en las aortas de conejos
normales y diabéticos expuestos in vitro a elevada glucosa. En humanos, la administracion
de vitamina C mejor6 la vasodilatacion endotelio dependiente, presumiblemente en virtud

a sus efectos antioxidantes. (18)
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2.5 RADICALES LIBRES

Se entiende por Radical al grupo de atomos que se comportan como una unidad, se define
como Radical Libre a la especie quimica capaz de existir independientemente y que
contiene uno o mas electrones no apareados. Se forman por ganancia o pérdida de
electrones, o por ruptura de enlaces covalentes. Este fendémeno trae consigo propiedades de
atraccion paramagnética con comportamiento muy reactivo, mediante acciones directas o

indirectas reversibles o irreversibles, en los tejidos vivos. (19)

Son generados por reacciones bioquimicas REDOX que ocurren como consecuencia del
metabolismo celular normal (reacciones bioquimicas con el oxigeno o producidas como
resultado del estrés oxidativo), por los fagocitos en reacciones inflamatorias controladas,
como respuesta ante la exposicion a diferentes factores ambientales, entre los que figuran
las radiaciones ionizantes, los rayos ultravioletas, el humo del cigarro, la contaminacion
ambiental, las radiaciones gamma, la hiperoxia, el exceso de ejercicio y la isquemia, asi
como por compuestos toxicos tales como las drogas anticancerigenas, algunos anestésicos

y analgésicos

Estas especies son muy reactivas, se comportan como verdaderos misiles biologicos, ya
que no tienen receptores especificos, sino que atacan o inestabilizan todo lo que
encuentran al frente, mediante acciones directas o indirectas, reversibles o irreversibles,

sobre tejidos vivos, que pueden causar incluso la muerte celular.

Los radicales libres se acumulan en nuestras células provocando envejecimiento precoz y
enfermedades y ademas, provocan la acumulacion en diversos tejidos de unos pigmentos
especiales llamados lipofucsina. Generalmente los componentes celulares mas dafados son
los acidos grasos insaturados de las membranas celulares, algunas proteinas como las

enzimas transportadoras de iones a través de las membranas y el ADN.

2.5.1 Concepto de oxidacion y reduccion
Oxidacion: consiste en el proceso de pérdida de electrones por un &tomo o molécula.

Reduccion: consiste en ganancia de electrones por un atomo o molécula.
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Agente Oxidante: es capaz de absorber electrones de la molécula a la cual oxida.
Agente Reductor: es un donador de electrones.

Agente Antioxidante: aquel que en bajas concentraciones retarda la oxidacion del

substrato.

Si se afiade un electron a la molécula 02 se formara el radical superoxido (0-2). Si se afiade
otro electrén mas, se formara el ion peroxido, que propiamente no es un radical ya que no
hay electrén "suelto" o no-apareado. De ahi que hoy se prefiera hablar de Especies
Reactivas de Oxigeno, incluyendo entre otras al Oxido Nitrico (Factor Relajante derivado
del Endotelio). (19)

2.5.2 Especies reactivas de oxigeno (20)

Desde el punto de vista fisiopatologico son de interés las siguientes especies reactivas de

oxigeno:

= (02): Superoxido. Involucrado en procesos de autooxidacion. Producido
basicamente por la membrana de los neutrdfilos. Otra fuente importante es la
xantinooxidasa (XO) a nivel de endotelio y cadena de transporte de electrones en la
mitocondria.

= HO:y: Perhidroxi. Radical libre liposoluble.

= Hy02: Peroxido de Hidrogeno. Toxico de mitocondrias y DNA. Ocasiona
disbalance autondmico entre receptores muscarinicos (constrictores) y receptores
beta (vaso relajadores), a favor de los muscarinicos.

= OH: Hidroxilo es el mas reactivo de todos. Accion directa sobre el DNA.

* RO: (alcoxi) y Roo (peroxi). Involucrados en la peroxidacion lipidica.

=  HOCL: Acido hipocloroso. Tiene gran papel en el dafio tisular directo y a distancia
en el proceso de inflamacion. Se combina con aminas de bajo peso molecular
formando las cloraminas (los segundos toxicos mensajeros).

= NO: Oxido Nitrico (FRDE=Factor Relajante Derivado del Endotelio), papel

benéfico principalmente dilatador.
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Donde quiera que en un organismo se produzca un desbalance entre sustancias pros
oxidantes y antioxidantes con predominio de las oxidantes, resulta un proceso moérbido

llamado estrés oxidativo en el cual se producen radicales libres.

2.5.3 Fuentes de radicales libres

Los Radicales Libres pueden ser producidos exogena y endégenamente:

= Fuentes exogenas;

Sustancias Reductoras
Oxidacion de drogas
Tabaquismo
Radiacion ionizante
Ultrasonido

Luz Solar

Shock de Calor

Traumatismo

V V V V V V VYV VYV V

Sustancias Oxidantes del Glutatio

Fuentes endogenas;

> Cadena de transporte de electrones

> Enzimas Oxidantes

> Células Fagociticas (neutrofilos, eosinofilos, monocitos y
macr6fagos).

> Reacciones de autooxidacion (20)

El organismo humano cuenta intrinsecamente con multiples fuentes que dan origen a las
especies reactivas de oxigeno. Estas especies no siempre son nocivas o patogénicas, por el
contrario, son necesarias para el desarrollo de muchas reacciones complejas del

metabolismo.

En este orden de ideas, se producen radicales libres a nivel de la cadena de transporte de
electrones en la mitocondria, en la cadena de transporte de electrones microsomal y a nivel

de los cloroplastos; se producen ademas mediante la accion de diferentes enzimas
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oxidantes, como por ejemplo, la xantinoxidasa, la triptofanodioxigenasa, la indolamina
dioxigenasa, la galactosa oxidasa, la cicloxigenasa, lipoxigenasas y la monoaminooxidasa
(MAO). Son ademas producidas y en escala importante por las células fagociticas
(neutréfilos, macréfagos y monocitos, eosinofilos y células endoteliales). Otras fuentes son
las reacciones de autooxidacion en el organismo, como por ejemplo, la de las
catecolaminas en presencia de Fe?".

En los tultimos tiempos se ha encontrado evidencia que la practica de ejercicio fisico

aumenta la produccion de radicales libres.

2.5.4 Radicales libres en la patologia cardiovascular

Los Radicales Libres tienen la capacidad de dafiar, reversible o irreversiblemente,
compuestos bioquimicos tales como: acidos nucleicos, proteinas y aminoacidos libres,
lipidos y lipoproteinas, carbohidratos y macromoléculas del tejido conectivo. Estas
alteraciones se manifiestan como disfuncion de membrana o del metabolismo y/o en su
expresion genética. El problema crucial consiste en que los radicales libres no tienen
receptores especificos ni células blanco, atacan todo lo que encuentran y son verdaderos
misiles biologicos. La lista de procesos patologicos en los cuales participan estd en
expansion dia a dia. En el sistema cardiovascular, la aterogénesis, los estados de
isquemiareperfusion, la cardiomiopatia alcoholica, y la Enfermedad de Keshan

(deficiencia de selenio) son ejemplos saltantes (21)

A continuacion detallaremos el dafio celular producido por las especies reactivas de

oxigeno sobre diferentes macromoléculas:

A) Lipidos: Es aqui donde se produce el dafio mayor en un proceso que se conoce
como peroxidacion lipidica, afecta a las estructuras ricas en acidos grasos
poliinsaturados, ya que se altera la permeabilidad de la membrana celular y se produce
edema y muerte celular. La peroxidacion lipidica o enranciamiento oxidativo
representa una forma de dafio histico que puede ser desencadenado por el oxigeno, el
oxigeno singlete, el peréxido de hidroégeno y el radical hidroxilo. Los éacidos grasos
insaturados son componentes esenciales de las membranas celulares, por lo que se cree
son importantes para su funcionamiento normal; sin embargo, son vulnerables al

ataque oxidativo iniciado por los radicales libres del oxigeno. (34-35)
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Los factores que influyen en la magnitud de la peroxidacion lipidica son:
» Lanaturaleza cualitativa y cuantitativa del agente inicializador.
» Los contenidos de la membrana en acidos grasos poliinsaturados y su
accesibilidad.

» La tension de oxigeno.

A\

La presencia de hierro.

» El contenido celular de antioxidantes (betacarotenos, alfatocoferoles,
glutation).

» La activacion de enzimas que pueden hacer terminar la cadena de reaccion

como es el caso de la glutation peroxidasa (GSH-Prx).

Una vez que se inicia, el proceso toma forma de “cascada”, con produccion de
radicales libres que lleva a la formacion de peroxidos organicos y otros productos,
a partir de los acidos grasos insaturados; y una vez formados, estos radicales libres

son los responsables de los efectos citotoxicos. (22)

a) Proteinas: Hay oxidacion de un grupo de aminoacidos como fenilalanina, tirosina,
histidina y metionina; ademas se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas,

y por ultimo hay formacion de grupos carbonilos.

b) Acido desoxirribonucleico (ADN): Ocurren fenémenos de mutaciones y
carcinogénesis, hay pérdida de expresion o sintesis de una proteina por dao a un
gen especifico, modificaciones oxidativas de las bases, delecciones,
fragmentaciones, interacciones estables ADN-proteinas, reordenamientos

cromosOmicos y desmetilacion de citosinas del ADN que activan genes.

El dafo se puede realizar por la alteracion (inactivacion/pérdida de algunos genes
supresores de tumores que pueden conducir a la iniciacion, progresion, o ambas de
la carcinogénesis). Los genes supresores de tumores pueden ser modificados por un

simple cambio en una base critica de la secuencia del ADN. (37-38)

La lista de procesos patologicos en los cuales participan esta en expansion dia a dia. En el
sistema cardiovascular, la aterogénesis, los estados de isquemia-reperfusion, la
cardiomiopatia alcohodlica, y la Enfermedad de Keshan (deficiencia de selenio) son

ejemplos saltantes.
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2.5.5 RADICALES LIBRES Y ATEROGENESIS

Merece especial mencion el proceso ateroesclerdtico en el cual el endotelio juega un papel
preponderante en su inicio, y en donde la peroxidacion lipidica de las lipoproteinas, en
especial de las de baja densidad (LDL) es factor de suma importancia (36- 39). Desde el
punto de vista bioquimico, la peroxidacion lipidica consiste en el deterioro oxidativo de los
tejidos y moléculas que contienen grasas polinsaturadas, el proceso es magnificado o
acelerado por dafio a nivel de membrana. La peroxidacion lipica es también observada en
los estados de reoxigenacion (angioplastia en la trombosis aguda y trombolisis), cambios

de pH, y presencia de oxidantes y metales (40- 41).

Hasta hoy no se sabe coémo inicia la oxidacion del LDL que constituye el inicio de la
cascada aterogénica. Lo que se sabe es que la abstraccion de un electron a esa macro
molécula lipidica es causada por un radical libre (especialmente hidroxilo) particularmente

en ausencia de sustancias antioxidantes.

Se ha dicho que no existe arterosclerosis con endotelio sano. Se ha logrado demostrar que
el primer evento en la aterogénesis es la pérdida de la funcion y arquitectura de las células
endoteliales (cambiando incluso su fenotipo), en estas circunstancias el endotelio pierde el
equilibrio en sus funciones enddcrinas y paracrinas asi como facilita el trafico de ciertas

moléculas en asociacion con un aumento del espacio subendotelial.

La peroxidacion de las LDL mediante los radicales libres, facilita la union de éstas a los
receptores "barredores" del macrofago iniciandose asi la célula espumosa, piedra angular
de proceso aterogenético. Es mads, la presencia de macrofagos cargados de lipidos en la
placa fibrosa conlleva a la "complicacion" de la misma, al producir debilitamiento de su
estructura, fisurizacion y/o ulceracion, que en clinica se traduce en eventos isquémicos

agudos tales como la muerte subita, el infarto miocardico y la angina inestable. (42-43)

2.6 ANTIOXIDANTES
2.6.1 Definicion

Un antioxidante es aquella sustancia que en pequefias concentraciones retarda o inhibe la
oxidacion de un substrato, o que disminuye la concentracion local de Oz, que prevenga la

formacion de radicales libres, que ligue metales antes de la union con el radical hidroxilo,
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que actiie como "barredor" de radicales libres y finalmente, cualquier especie quimica

capaz de romper cadenas (fenoles o aminas aromaticas). (23)

De hecho se puede definir como antioxidante a toda sustancia que hallandose presente a

bajas concentraciones respecto a las de una molécula oxidable (biomolécula), retarda o

previene la oxidacion

de este sustrato.

El antioxidante al colisionar con el radical libre le cede un electrén, se debilita su accion y

en algunos casos como la vitamina E, puede regenerarse a su forma primitiva por la accion

de otros antioxidantes. (24) No todos los antioxidantes actiian de esta manera, los llamados

enzimaticos catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan a su vez reacciones con

los radicales libres.

2.6.2 Clasificacion

Existen numerosas clasificaciones para los antioxidantes asi tenemos:

Segtin su origen

Segun el sitio donde ejerce su accion

Clasificacion de los antioxidantes segun el sitio donde ejercen su accion

Intracelular Membrana Extracelular
Superoxido dismutasa Vitamina E Ceruloplasmina
Catalasa Betacarotenos Transferinas
Peroxidasa Ubiquinol-10 Lactoferinas
DT-deafarasa Albuminas
GSH Haptoglobinas
Proteinas que ligan metales Vitamina C
Sistemas proteoliticos Acido tirico
Vitamina C Vitamina E

Clasificacion de los antioxidantes segtn su origen

Origen

Accion

1. No enziméaticos

Glutation

Barreras fisiologicas que enfrenta el oxigeno a su paso desde el aire

hasta las células

Coenzima Q

Transportador de electrones

Acido Tioctico

Transportadores de metales (transferrina y ceruloplasmina)

Origen

Accion

2. Ex6genos
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Vitamina E e Neutraliza el oxigeno singlete
e Captura radicales libres hidroxilo
e (Captura O2
e Neutraliza peroxidos
e Regenera la forma oxidada de la vitamina E
Betacarotenos Neutraliza el oxigeno singlete
Flavonoides,
Licopenos

3. Enddgenos

Enzimaticos (Todos ellos necesitan de un cofactor)

Superoxido Convierte al radical libre superoxido en peroxido de hidrogeno,
dismutasa (SOD) un radical libre menos daiiino (Cobre, sodio, manganeso)
Catalasa (CAT) Cataliza la descomposicion del H202 en O2 y H20 (Hierro)
Glutation

Reducir los hidroperoxidos de lipidos a sus alcoholes (Selenio)

peroxidasa (GPx)

2.6.3 Antioxidantes naturales:

Para evitar el aumento de los radicales libres en nuestro organismo que aceleran la rapidez
de envejecimiento y degeneracion de las células de nuestro cuerpo debemos tener la
costumbre de consumir antioxidantes naturales tales como: vitamina E, vitamina C,

Betacarotenos y oligoelementos.

2.6.3.1 Tocoferoles o vitaminas E (25)

e Estructura quimicay funcion

Los tocoferoles son lipidos isoprenoides, derivados del tocol (el 2 metil, 2- 4, §',
12'trimetiltridecil- cromano, 6-ol). Constituyen un grupo de sustancias de estructura
similar, que difieren entre si por la posicion de los sustituyentes metilicos en la
molécula.

La vitamina E tiene una marcada accion antioxidante de los acidos grasos
poliinsaturados y de otros compuestos; protege a los hematies de la accion nociva
de algunos agentes oxidantes, por lo que previene la hemdlisis. Experimentalmente
se ha podido comprobar que evita los abortos provocados en ratas con dietas

especiales.
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e Fuentes y requerimientos

Las fuentes mas importantes son los aceites vegetales, de maiz, de girasol, etc. Los
aceites de pescado contienen poca vitamina E. El huevo, la lechuga, la mantequilla
y los cereales también constituyen buenas fuentes.

No se han establecido dosis recomendadas para estas vitaminas; sin embargo, se ha
estimado que cantidades de 10mg para los hombres y 6 mg para las mujeres
cubririan las necesidades diarias. La cantidad puede incrementarse hasta el doble
durante el embarazo y la lactancia.

e [Estado carencial

En el ser humano los sintomas de la deficiencia no se conocen bien, debido a que
es raro que ésta se presente. En los recién nacidos prematuros los hematies se
hemolizan muy rapidamente, en presencia del peroxido de hidrogeno; esta
hemolisis puede revertirse por la administracion de la vitamina E. Se conoce el
reporte de un caso con déficit de esta vitamina, provocado por la malabsorcion
intestinal prolongada. El paciente presentaba signos neurologicos, con alteraciones

de la mielinizacion de los nervios periféricos.

2.6.3.2 Vitamina C (Acido ascorbico) (26)
e Estructura Quimica y funcion

La estructura quimica de la vitamina C esta relacionada con los glucidos, ya que es
un derivado del acido L gulénico.
La sustancia pura es Opticamente activa, es soluble en agua y constituye un
poderoso agente reductor. Se oxida facilmente por la exposicion al aire y en
presencia de iones de Cu2+ o Fe3+.
La funcion bioquimica mas relevante de la vitamina C estd dada por su
participacion en la hidroxilacion de los residuos de prolina, en el proceso de
sintesis del colageno.
También parece intervenir en la absorcion y reduccion del hierro, en la sulfatacion
del colesterol y otras sustancias para su excrecién, y como protectora de las
vitaminas A, E y otros compuestos por su accion antioxidante. Participa, ademas,
en algunas reacciones enzimaticas, como es el caso de la oxidacion del acido

hidroxifenilpiravico de la via catabdlica del aminoécido tirosina, aunque la enzima
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no parece depender de esta vitamina, pues otros agentes reductores son igualmente
efectivos. La formacion de la carnitina y la extraccion de hierro de la ferritina
también son procesos que requieren del acido ascorbico.

e Fuentesy requerimientos
Las frutas frescas y las verduras son excelentes fuentes de vitamina C,
especialmente la guayaba y los frutos citricos (naranja, uva, limoén, etc.), asi como
los melones, los tomates y la col cruda. Estos, cuando se cocinan, pierden la
vitamina.
La dosis recomendada para los adultos es de 30 mg: en los nifios es de 20 mg y en
las gestantes y durante los periodos de lactancia se eleva hasta 50 mg.

e Estado carencial
El escorbuto, enfermedad provocada por el déficit de vitamina C, se manifiesta por
hemorragias superficiales, asi como por trastornos de los procesos de cicatrizacion;
los sintomas mas caracteristicos son: inflamacion y sangramiento de las encias, y
hemorragias puntiformes en la piel, alrededor de los foliculos pilosos. Los
enfermos presentan poca resistencia a las infecciones y afectacion de la
regeneracion celular, lo que enlentece y agrava la cicatrizacion de heridas y
quemaduras.
Diferentes investigadores han planteado que la ingestion de dosis elevadas de
vitamina C es beneficiosa en el tratamiento de algunas cardiopatias, del resfriado
comun y de determinados tipos de cancer entre otras enfermedades: sin embargo,
esta accion curativa en la mayoria de los casos no ha sido demostrada. En cambio,
si se ha comprobado la accion antihistaminica de altas dosis de la vitamina. Por
otra parte, se ha sefialado que la ingestion de dosis elevadas, por periodos
prolongados, puede favorecer la formacion de calculos renales, provocados por la

excrecion aumentada del acido oxalico y urico.
2.6.3.3 Retinol o vitamina A (27)
e Estructura quimicay funcion
La vitamina A (retinol) es un lipido isoprenoide, que contiene un anillo de ionona;
la vitamina A se forma a partir de los carotenos, los cuales constituyen un tipo de

pigmento vegetal; ella ejerce su accion sobre los procesos visuales, el crecimiento,
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la reproduccion y los epitelios. La funcion del retinol en la vision es conocida; lo
que no esta esclarecido es el modo en que la vitamina A realiza las otras funciones.
La forma aldehidica de la vitamina, el 11 cis retinal, se origina por la
deshidrogenacion del retinol y se une a una proteina de la membrana en los
bastones de la retina (la opsina) y constituye el pigmento visual (rodopsina); el 11
cis retinal se transforma por la luz en la forma todo trans (all trans). Al formarse el
todo trans se provoca la hidrélisis del enlace que une el retinal a la proteina, lo cual
da inicio al impulso nervioso y constituye la base bioquimica de la funcion de la
vitamina A en la vision de la luz tenue que se genera en los bastones de la retina.
Por eso es importante el adecuado aporte dietético de esta vitamina para una vision

nocturna normal.

e Fuentes y requerimientos

Las fuentes mas importantes de vitamina A la constituyen la mantequilla y la yema
de huevo. Los carotenos, precursora de la vitamina, se encuentran en numerosos
vegetales como la zanahoria, la calabaza y la remolacha, entre otros.

La dosis recomendada es de 1000 RE (equivalentes de retinol), como requerimiento
minimo diario; 1 RE corresponde a 1 ug de retinol o 6 pg de beta caroteno. En los
nifios (hasta los 12 meses) las cantidades recomendadas de esta vitamina son de
350 ug; en los adultos, de 600 a 750 ug (2 000 a 2 500 UI); y en las mujeres que se
encuentran lactando, 850 ug. El almacenamiento de la vitamina A en animales bien

nutridos puede asegurar las demandas de €stos durante algunos afios.

e [Estado carencial

La ceguera nocturna es un sintoma precoz de la deficiencia de vitamina A. Se
presentan, ademas, alteraciones de la conjuntiva, la cual se engruesa y reseca, y se
queratiniza (xeroftalmia); cuando este proceso se extiende a la cornea, ésta puede
ulcerarse y hasta destruirse, lo cual llevaria a una pérdida irreparable de la vision.

La hipovitaminosis A también produce lesiones de hiperqueratosis en la piel. El
crecimiento y desarrollo en los nifios se ve afectado y pueden presentar alteraciones

en el esqueleto y el sistema nervioso. Por otro lado, se ha demostrado que la
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deficiencia de esta vitamina ocasiona la disminucion de la formacion de

anticuerpos contra antigenos bacterianos.

2.6.3.4 Flavonoides (28)
Flavo proviene del latin flavus y significa de color entre amarillo y rojo, como el de
la miel o el del oro; y flavonoide, se refiere a un grupo aromatico, pigmentos
heterociclicos que contienen oxigeno ampliamente distribuido entre las plantas,
constituyendo la mayoria de los colores amarillo, rojo y azul de las plantas y frutas.
Por ende se encuentran en abundancia en las uvas, manzanas, cebollas, cerezas,
repollos; ademas de ser parte del arbol ginkgo biloba y la Camellia sinensis (t€
verde). Siendo que al consumirlos obtengamos de ellos propiedades
antiinflamatorias, antimicrobianas, antitromboticas, antialérgicas, antitumorales,
anticancerigenas y antioxidantes. De esta Gltima, principalmente, radica su funcion
en el sistema nervioso, pues se ha visto relacion de proteccion en enfermedades

neurodegenerativas.

e Estructura, clasificacion y sintesis

Los flavonoides estan compuestos de dos anillos fenilos (A y B), ligados mediante
un anillo pirano (C).Lo cual nos deja en un esqueleto de difenilpiranos: C6-C3-C6,
comun en la mayoria de los flavonoides. La sintesis de los flavonoides tiene lugar
en las plantas a partir de unidades de acetato y aminoéacidos arométicos como la
fenilalanina y la tirosina. Después, estas dos tultimas, dan lugar a los 4cidos
cindmico y parahidroxicinamico; siendo que al condensarse con las unidades de
acetato dan origen a la estructura cinamol de los flavonoides. Mas tarde se forman

los derivados glicosilados o sulfatados.

e Funciones antioxidantes

La actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una combinacion de sus
propiedades quelatantes de hierro y secuestradoras de radicales libres, ademas de la
inhibiciéon de las oxidasas: lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la
xantina oxidasa; evitando asi la formacion de especies reactivas de oxigeno y de

hidroxiperoxidos organicos. Aunado a esto, se ha visto que también inhiben
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enzimas involucradas indirectamente en los procesos oxidativos, como la
fosfolipasa A2; al mismo tiempo que estimulan otras con reconocidas propiedades
antioxidantes, como la catalasa y la superoxido dismutasa.

Con respecto a su estructura, los flavonoides con sustituyentes dihidroxilicos en
posiciones 3" y 4" en el anillo B se muestran mas activos como antioxidantes y es
potenciado este efecto por la presencia de un doble enlace entre los carbonos 2 y 3,
un grupo OH libre en la posicion 3 y un grupo carbonilo en la posicion. Ademas,
las agliconas se muestran mas potentes en sus acciones antilipoperoxidativas que
sus correspondientes glicosidos.

Conforme a lo anterior mencionado, la quercetina es el flavonoide que reune los
requisitos para ejercer una efectiva funcion antioxidante, pues €sta es cinco veces
mayor que la de las vitaminas C y E, ademas de poseer una hidrosolubilidad similar
a esta ultima. Por eso la rutina (quercetina-3-b-D-rutinésido) es, hasta el momento,
el unico flavonoide en presentacion farmacoldgica (combinada) en nuestro pais.
Existe efecto sinérgico con las vitaminas aludidas. Pues el acido ascorbico reduce
la oxidacion de la quercetina, de manera tal que combinado con ella permite al
flavonoide mantener sus funciones durante mas tiempo. Por su parte la quercetina
protege de la oxidacion a la vitamina E. Los flavonoides retiran oxigeno reactivo,
especialmente en forma de aniones superoxidos, radicales hidroxilos,
hidroperoxidos y perdxidos lipidicos. Bloqueando la accion deletérea de estas
sustancias sobre las células. Donde se ha corroborado la proteccion antioxidante de
los flavonoides en: queratinocitos, fibroblastos dérmicos, ganglios sensoriales,

endotelio, tejido nervioso y en lipoproteinas de baja densidad.

e Mecanismos prooxidantes

Debido a las caracteristicas estructurales de algunos flavonoides, como las
antocianidinas, provocan bajos potenciales de oxidacion (EP/2), que les permite
reducir el Fe3+ y el Cu2+ para sufrir una autooxidacion o incluso involucrarse en
un proceso de reciclaje redox, actuando de esta manera como agentes prooxidantes,
lo que explica los efectos mutagénicos y genotoxicos de algunos flavonoides.

Algunos de estos mecanismos incluyen la reduccion temporal de Cu (IT) a CU (1),
la autooxidacion del radical aroxilo generando anién superoxido (0O2-) que

siguiendo su secuencia general el dafiino radical hidroxilo (HO.), asi como la
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afeccion de las funciones de los componentes del sistema de defensa antioxidante
nuclear: glutation y glutation-S-transferasa. Lo que determina el caracter
antioxidante o prooxidante es la estabilidad/labilidad redox del compuesto radical
formado a partir del flavonoide original. Las acciones prooxidantes s6lo parecen

producirse cuando las dosis de los flavonoides son demasiado altas.

2.6.3.5 Oligoelementos

Los més destacados en su participacion como antioxidantes exdgenos (no enzimaticos) son
el Selenio, Cobre, Zinc y Manganeso. Su actividad reside en participar en la produccion de

enzimas antioxidantes.

El selenio actGia junto con la vitamina E como antioxidante, ayudando a nuestro
metabolismo a luchar contra la accién de los radicales libres. Ayuda a protegernos contra
el cancer, ademas de mantener en buen estado las funciones hepaticas, cardiacas y
reproductoras. Es el mds toxico de los minerales incluidos en nuestra dieta. La ingestion en
dosis altas se manifiesta con pérdida de cabello, alteracion de ufias y dientes, nauseas,
vomito y aliento a leche agria. Fuentes alimentarias del selenio: Carne, pescado, cereales
integrales y productos lacteos. Las verduras dependeran de la tierra en la que se ha

cultivado. (29)

2.7 PEROXIDO DE HIDROGENO

El peroxido de hidrogeno (H202) es una de las mas importantes de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Esta implicado en multitud de proceso intracelular tales como
angiogénesis, apoptosis, la supervivencia celular, la hiperplasia, la aterosclerosis, la
contraccion celular y la relajacion celular. En algunos de estos procesos, la funcion del

H20: es bien conocido en otros sin embargo se desconoce su efecto.
2.7.1 Fisiologia del H.0O2 (30)

Su produccion puede ser de dos tipos, de forma indirecta, a partir de la accion de la SOD
sobre en anidon superoxido o de forma directa, la cual tiene lugar en microsomas,
peroxisomas y mitocondrias, y es la mas importante en condiciones fisiologicas. En la

mitocondria de la célula eucariota de un organismo aerdbico, el proceso normal de
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respiracion tiene como resultado final la produccion de CO2 eliminado con la espiracion, y
agua (H20), eliminada por la orina. Esta reaccion final es catalizada por la enzima
citocromo-oxidasa a nivel de las crestas mitocondriales. Si en lugar de esta Gltima enzima
intervienen otras oxidasas, lo cual ocurre en un pequefio porcentaje, se forma peroxido de
hidrégeno (H20:2) en lugar de H20, pero a diferencia de ésta, el H202 es extremadamente
inestable en presencia de metales de transicion como el hierro y se descompone para
formar el radical hidroxilo (OH), y el anioén superoxido (O2). En condiciones normales de
oxigeno, la produccion de H202 es importante y se produce a una concentracion constante
entre 10° y 107M. En el catabolismo del H20: interviene la enzima catalasa. E1 H2O2 que
escapa a la accion de la enzima se elimina de forma sencilla a través de las membranas

celulares.

2.7.2 Propiedades generales del perdxido de hidrégeno (31)

Cuando es pura es un liquido espeso, incoloro, de olor nitroso, de sabor metalico
desagradable, soluble en alcohol y éter; su densidad es 1,46, se congela a -1°. Posee una
temperatura de fusion=-0.43° y una temperatura de ebullicion=150°C. Su punto de
ebullicion es mas alto que el del agua, asi que las disoluciones se pueden concentrar por
evaporacion. A temperatura ambiente, es un liquido azul palido casi incoloro y viscoso
(consecuencia del enlace por puentes de hidroégeno, d = 1.44 g/cc). A concentraciones
elevadas es extremadamente corrosiva y por tanto en esas condiciones debe ser utilizada
con gran precaucion. Es una sustancia mas acida que el H2O (Ka = 1.5 10-12). Su
formacion, partiendo del agua ordinaria, es de caracter endotérmico, pues tiene lugar con
absorcion de calor, por lo que facilmente se descompone en agua y oxigeno. Es una
sustancia oxidante. Por la accion del calor sufre idéntica descomposicion. A tres grupos se
pueden referir los fendmenos que tienen lugar entre el agua oxigenada y las especies

quimicas:

e C(Ciertas sustancias en polvo fino, como el oro dividido, la esponja de
platino, el didoxido de manganeso, etc, descomponen el agua oxigenada por
su contacto, sin sufrir alteracion. Estos fendmenos se han atribuido al aire
que aquellas sustancias tienen condensado en sus poros.

e Descomposicion del agua oxigenada por sustancias susceptibles de

oxidarse. Por ella se pueden oxidar el selenio, arsénico, magnesio y del
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hierro, convirtiéndose los dos primeros en 4cidos y en hidratos los
segundos. Mg + H202 = Mg (OH)2
e Descomposicion de algunas sustancias de caracter oxidante en presencia del
agua oxigenada a la vez que ésta.
En este caso estd el 6xido de plata, oro, plomo (peréxido) y de mercurio; el primero, de
color pardo, pierde su oxigeno, convirtiéndose en plata reducida de color gris. El 4cido
croémico y el hiploclorito sédico o calcico también se desdoblan, dando oxigeno a la vez
que el agua oxigenada se descompone. Reduce al permanganato potdsico y otras

sustancias, sobre todo en solucién acida.

2.7.3 El Peroxido de Hidrégeno como agente oxidante y reductor

El peroxido de hidrogeno es capaz de actuar ya sea como agente oxidante o como reductor.
Las ecuaciones que se muestran a continuacion presentan las semirreacciones en medio
acido:

2H" (aq) + H202(aq) +2 ¢ —» 2 H20 (1)  E%a=1,77V
O2(g) +2H"+2 e — H202(aq) E°ed = 0,695 V (32)

En solucion bésica, los potenciales correspondientes al electrodo estandar, son de
0,87 V para la reduccion del peroxido de hidrogeno y de 0,08 V para su oxidacion.

2.7.4 El Perdxido de Hidrogeno y Disfuncion Endotelial

Los trastornos cardiovasculares se caracterizan por una respuesta andémala a
vasodilatadores después de la administracion de acetilcolina. Esta respuesta anormal ha
sido por lo general denominado disfuncion endotelial, y se considera que es uno de los
principales mecanismos patogénicos responsables de la situacion hemodinamica anormal
de pacientes con hipertension, diabetes o aterosclerosis. La acetilcolina induce la sintesis
de 6xido nitrico (NO) por las células endoteliales, y una sintesis disminuida de NO o un
aumento de la inactivacion de esta molécula se ha propuesto como la causa principal de la
disfuncion endotelial. Sin embargo, también se pueden proponer mecanismos alternativos.
El NO induce relajacion de las células mediante la interaccion con su receptor intracelular,
guanilato ciclasa soluble (sGC), que conduce a un aumento de la concentracion
intracelular de monofosfato de guanosina ciclico (¢cGMP). Por lo tanto una reduccion en el
contenido de sGC o una respuesta anormal de la enzima después de su interaccion con NO
también podrian estar implicados en la disfuncion vascular como se ha mencionado

anteriormente. Algunos estudios han demostrado una disminucion del contenido de sGC
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en las paredes vasculares de los animales con hipertension experimental o aterosclerosis.
La deficiencia de sGC parece ser un fendmeno mas general, ya que una produccion de
cGMP glomerular atenuada y la vasodilatacion renal en ratas diabéticas inducidas con

estreptozotocina también ha sido demostrada.

2.7.5 Propiedades fisico-quimicas (33)

Es un liquido incoloro bastante estable. Se comercializa como soluciones acuosas a
concentraciones entre el 3 y el 90%. El contenido en H202 de dichas soluciones puede
expresarse en porcentaje o en volimenes. La expresion en volumen se refiere al contenido
en oxigeno y se define como el nimero de veces que un determinado volumen de H202 lo

contiene.

Soluble en agua y en éter; insoluble en éter de petroleo.
2.7.6 Mecanismo de accion (33)

Su accion bactericida se debe a dos motivos:

- produccion de iones hidroxilo y radicales libres, que actian oxidando componentes

esenciales del microorganismo (lipidos, proteinas y DNA).

- liberacion de O2 por las catalasas tisulares, que actua impidiendo la germinacion de

esporas de anaerobios como Clostridium tetani.

Ademas, el O2 liberado en su descomposicion en forma de burbujas favorece la

eliminacion de detritus celulares, bacterias y tejidos desvitalizados.

En el interior de la bacteria, por accion de la mieloperoxidasa sobre los cloruros y sobre el

peroxido de hidrogeno, se forma hipoclorito (presenta poder oxidante y germicida).
2.7.7 Espectro de actividad (33)

Tiene un amplio espectro de accion. Es bactericida, bacteriostatico o esporicida seglin la
concentracion y las condiciones de utilizacion (al 3% es bacteriostatico y al 6% bactericida
a temperatura ambiente). A las concentraciones utilizadas como antiséptico posee una

débil accion antibacteriana frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Tiene una corta duracion de accion porque se descompone por las catalasas tisulares,
hecho que hace aconsejable su uso conjuntamente con otros antisépticos. Es efectivo frente
a bacterias, hongos, algunos virus (entre ellos el HIV) y esporas. Los microorganismos

anaerobios son incluso mas sensibles por no disponer de actividad peroxidasa.
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En general presenta mayor poder bactericida frente a Gram negativos que Gram positivos.
Frente a hongos, esporas y algunos virus su accion es un poco mas lenta.
2.7.8 Indicaciones y concentraciones de uso (33)

El efecto del peroxido de hidrogeno en solucion es bastante corto, por lo que no se

aconseja el empleo unico de agua oxigenada como antiséptico.
e Aplicaciones como antiséptico

* Antiséptico en el lavado de ulceras y heridas: ayuda a la eliminacion de detritus
tisulares en regiones inaccesibles. Se utiliza H202 de 10 volimenes (3%) y cremas

del 1%-1.5%.

* Enjuagues bucales en amigdalitis, estomatitis aguda, halitosis, extracciones
dentales ¢ infecciones de la boca. Diluir 1 parte del peroxido de hidrogeno

comercial de 10 V con una parte de agua para obtener una concentracion del 1.5%.

» Aunque el peroxido de hidrégeno por si solo no es eficaz sobre la piel intacta, se

emplea combinado con otros antisépticos para desinfectar manos, piel y mucosas.

Las soluciones concentradas de H20:2 (27% y 30%) se utilizan para preparar

soluciones mas diluidas y no deben aplicarse sin diluir sobre los tejidos.
e Aplicaciones como desinfectante

* Desinfeccion de lentes de contacto blandas, aparatos de ventilacion asistida y
tonometros oculares a concentraciones del 3% al 6%. Antes de colocar la lente de
contacto en el ojo es necesario neutralizar el peroxido de hidrégeno, ya que es irrita

la cornea.

* Desinfeccion de aparatos para endoscopia como alternativa a glutaraldehido. A
concentraciones del 6% ha mostrado incluso ser mas efectiva que el glutaraldehido,
pero no se utiliza porque su poder oxidante podria dafiar los aparatos (deteriora
gomas y plasticos de tubos de insercion). A concentraciones del 3% es eficaz frente
a ooquistesde Cryptosporidium y se recomienda la inmersion a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Antes de utilizar los endoscopios deben aclararse a

fondo porque los restos pueden lesionar las mucosas.

* Las soluciones estabilizadas del 10 al 30% se utilizan como esporicidas.
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* El vapor y el plasma de perdxido de hidrogeno son utilizados como esterilizantes
a bajas temperaturas. Tiene utilidad en la esterilizacion de equipos de laboratorio y

la mayoria de articulos médicos.

* Los vapores de peroxido de hidrogeno se utilizan en cdmaras como alternativa

para esterilizar endoscopios, con la ventaja que no producen productos toxicos.

El gas plasma, utilizado en esterilizacion, se obtiene por vaporizacion de peroxido
de hidrégeno liquido transformado por la accion de ondas electromagnéticas. La
principal ventaja es que puede aplicarse a materiales termosensibles, que no corroe
los metales y que no es necesaria aireacion posterior. Sin embargo, tiene escasa
penetracion en conductos estrechos y largos y no puede utilizarse con celulosa,

textiles, polvos y liquidos.
2.7.9 Estabilidad y condiciones de uso (33)

Se degrada espontineamente en reposo y por eso necesita incorporar agentes

estabilizantes.
La descomposicion gradual aumenta por accion de la luz, de la agitacion y del calor.

Debe conservarse en envases aislados de la luz y del aire entre 15-30°C. Si no contiene

agentes estabilizantes debe guardarse a temperatura inferior a 15°C.
Las soluciones mas concentradas son mas estables que las diluidas.

Las incompatibilidades también pueden provocar la descomposicion. Se degrada

rapidamente por la accion de élcalis y de metales finamente divididos.
2.7.10 Efectos adversos (33)
Irritacion de piel y mucosas con soluciones concentradas y dermatitis de contacto.

Hipertrofia de las papilas gustativas (desaparece al dejar los lavados bucales); irritacion de

la mucosa bucal por el uso repetido en enjuagues bucales.
2.7.11 Precauciones de uso (33)

No administrar en cavidades cerradas por el riesgo de embolia gaseosa, ya que no puede
liberarse el Oz formado con su degradacion. No debe aplicarse en los ojos. La utilizacion
como desinfectante de lentes de contacto requiere la inactivacion con piruvato, catalasas o
tiosulfato de sodio. Las soluciones con concentraciones mayores al 10% pueden causar

quemaduras. Dafa el caucho, plasticos y metales.
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3. Analisis de antecedentes investigativos

Se realizd la busqueda en las bibliotecas de las universidades locales, no se encontrd

ningun trabajo investigativo previo.

DISFUNCION ENDOTELIAL ASOCIADA A LA DIABETES MELLITUS
INTERACCION ENTRE INFLAMACION E HIPERGLUCEMIA

Palacios E., tesis para optar al titulo de Doctor en Farmacologia y Fisiologia Universidad

Auténoma de Madrid.2012

Objetivo:

Analizar el papel especifico que desempefian la glucosa extracelular y una citoquina
inflamatoria como la IL-1beta sobre el desarrollo de una de las alteraciones de aparicion

precoz de la diabetes mellitus: la disfuncion endotelial

Conclusiones:

Los hallazgos indican que la hiperglucemia por si sola no es suficiente para producir
directamente disfuncion endotelial, aunque puede exacerbar los efectos de una respuesta
inflamatoria en curso, producida por citoquinas del tipo de la IL-1 que podrian estar
mediando la disfuncion endotelial asociada a la diabetes mellitus, del mismo modo que
participan en distintos procesos inflamatorios relacionados con la enfermedad. El
mecanismo activado por estas citoquinas puede ser la enzima NADPH-oxidasa vascular,
con el consiguiente aumento en la produccion de O-, finalmente, este trabajo sugiere que
las aproximaciones terapéuticas para el tratamiento de la vasculopatia diabética deberian
no solo disminuir la hiperglucemia, sino también reducir el ambiente pro-inflamatorio
vascular. En este sentido, los antagonistas de los receptores para IL-1 constituyen una

prometedora posibilidad.
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DISFUNCION ENDOTELIAL Y DIABETES MELLITUS

Cruz Hernandez Dr, Licea Puig Dr, Hernandez Garcia Dra, Quesada Dra , Salvato Duefias

Dra, Revista Cubana de Endocrinologia. 2012;23(2):166-185

Objetivo:
Describir algunos eventos implicados en la aparicion de la disfuncion endotelial en la

diabetes mellitus, y aspectos relacionados con su diagndstico y tratamiento.

Conclusiones:

Entre los marcadores mas importantes de disfuncion endotelial en la diabetes mellitus se
encuentran, la elevacion de las moléculas de adhesion celular y de marcadores de
inflamacion, la microalbuminuria, la hiperhomocisteinemia, y el incremento de la
hemoglobina glucosilada, de la endotelina-1 y del estrés oxidativo. Para el diagnostico de
disfuncion endotelial se utilizan la medicion de sustancias reguladoras de biofunciones
sintetizadas por el endotelio y de otras reconocidas como marcadores de disfuncion
endotelial, y pruebas indirectas, algunas de las cuales son invasivas; y para su tratamiento,
disimiles medidas terapéuticas medicamentosas o no.

Es importante identificar la disfuncion endotelial tempranamente en los diabéticos y

tratarla, en caso de estar presente

EL PEROXIDO DE HIDROGENO COMO MEDIADOR EN EL PROCESO DE
CONTRACCION-RELAJACION. ESTUDIOS IN VITRO E IN VIVO

Garrido M. Tesis doctoral. Facultad De Medicina. Universidad de Alcal4.Espaiia.2007

Objetivo:

1. Estudiar la regulacion del receptor de IP3 (IP3R) por H20:, analizandose los cambios a
nivel proteico y funcional de dicho receptor en células musculares lisas incubadas con
H202, asi como los mecanismos implicados.

2. Estudiar la regulacion de la guanilato ciclasa soluble (GCs) por H202, analizandose los
cambios a nivel proteico y funcional de dicha enzima en células musculares lisas incubadas

con H202, asi como los mecanismos implicados.
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3. Estudiar el papel del H202 en un modelo de hipertension inducida por L-NAME,
analizando, en ratones que sobreexpresan catalasa, la modificacion de la tension arterial,

asi como los cambios en la funcion renal y en el dafio oxidativo.

Conclusiones:

1. El H202 regula dos mecanismos celulares criticos en el proceso de contraccion-
relajacion, los sistemas de respuesta al IP3 y al NO.

2. Esto puede tener contrapartidas funcionales importantes en situaciones que cursen con
un incremento en la sintesis de H20x.

3. En el caso de la hipertension arterial, la eliminacién de H2O2 mediante la sobreexpresion
de catalasa condiciondé una menor respuesta presora en un determinado modelo de

hipertension.

4. OBJETIVOS

Obijetivo General

Demostrar que la disfuncion endotelial presente en anillos aislados de aorta tordcica
procedentes de ratas con hiperglucemia aguda inducida experimentalmente con

estreptozotocina, altera su respuesta vasodilatadora al peroxido de hidrogeno.
Objetivos Especificos

1) Producir disfuncion endotelial en anillos aislados de aorta toracica de ratas
mediante la administracion en una sola dosis de 60mg/Kg de peso de
estreptozotocina en un modelo de diabetes mellitus tipo 1.

2) Determinar el nivel del efecto vasodilatador a tres (3) dosis crecientes de
acetilcolina sobre anillos aislados de aorta toracica de rata con disfuncion
endotelial producto de la hiperglicemia aguda inducida.

3) Determinar el nivel de la respuesta vasoactiva de anillos aislados de aorta toracica
de ratas con hiperglucemia aguda inducida, en la preincubacién con peroxido de

hidrégeno (H202).
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5. Hipétesis

La disfuncion endotelial resultado del incremento de radicales libre, disminuye el efecto

vasodilatador de anillos aislados de aorta toracica de ratas al perdxido de hidrégeno.

I1l. PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

1. Técnicas, Instrumentos y materiales de verificacion

1.1 Determinacién de la respuesta vascular

1.1.1 Obtencion de los anillos adrticos.

Una vez sacrificados los animales mediante contusion cervical, por ser su muerte subita y
por lo tanto menos dolorosa, se les extraera el segmento de aorta comprendido entre el arco
aortico y el diafragma. El cual serd rapidamente removido y depositado sobre una placa
petri que contendrd una solucion salina fisiologica (K-H) a 4°C. Luego de su prolija
limpieza, eliminando la adventicia, el tejido conectivo periadrtico asi como el tejido
adiposo dentro de la solucion salina que serd cambiada hasta en 3 oportunidades, se
procederd a cortarla en anillos de 4,0 + 0,05mm de largo, mediante una guillotina multiple

disefiada para tal fin, extrayéndose al final 4 anillos de cada segmento.

1.1.2 Montaje de la preparacion en la cAmara de drganos

Uno a uno, los anillos disecados seran insertados en la cdmara de 6rganos aislados. Para
ello, se los insertara en los dos ganchos de acero inoxidable presentes en el interior de la
misma cuidando que el poste fijo cubra completamente al anillo mientras que el otro, que
constituye el extremo terminal del transductor de tension isométrica se pueda desplazar sin

ninguna dificultad.

Realizada la operacion anterior, se llenara el pozo de la camara con 20 ml de la solucién
KH la que sera oxigenada mediante burbujeo continuo con una mezcla carbogena de 95%
de O2 mas 5% de COa. Gracias al empleo de un termociclador, que permite la circulacion

continua de agua por la doble pared de la camara, se mantendra la preparacion a una
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temperatura de 37 + 0.3 grados Celsius, El proceso de estabilizacion se logra dejando

reposar la muestra durante 30 minutos como minimo.

Tanto las contracciones como las relajaciones inducidas en los anillos adrticos, se
expresaran en porcentaje con respecto a la maxima contraccion obtenida con la solucion
S5uM de noradrenalina (100%): La determinacién del patron de vasodilatacion en
condiciones fisiologicas se considerard a la respuesta obtenida con acetilcolina a la

concentracion de 10uM.

1. Con las aortas del Grupo Control se determinara el patron de contraccion mediante el
empleo de una solucion de noradrenalina S5uM. A la méxima contraccion
desarrollada frente a la misma, se considerara arbitrariamente como la maxima
respuesta fisiologica (100%) del anillo aislado. Seguidamente, se determinara la
respuesta normal de relajacion empleando tres dosis crecientes de acetilcolina. Para
ello, una vez alcanzada la estabilizacion de la maxima contraccion se agregara con
un intervalo de 5min, 0,1, 1,0 y 10uM de acetilcolina observandose la respuesta
vasodilatadora. La maxima deflexion (relajacion) observada con esta tltima dosis se
la considerara como la respuesta registrada en condiciones fisiologicas la que servira
como patrén de vasodilatacion para ser comparada, con las que se obtengan con los

anillos de animales hiperglucémicos.

2. Uno por uno se iran disponiendo los anillos adrticos obtenidos de los diferentes
grupos en la cdmara de 6rganos aislados para determinar la magnitud de su respuesta
vasodilatadora previamente contraidos con NA e incubados con perdxido de

hidrégeno por 2 horas.

Induccion de hiperglucemia aguda como un modelo de diabetes mellitus tipo 1.

La induccion de hiperglucemia aguda produjo un estado diabético en ratas. Para ello, en
ayunas se administré6 en una sola dosis via intraperitoneal (ip) 60 mg/kg de peso de
estreptozotocina (SZT), la cual fue disuelta en buffer citrato a pH 4,5 y utilizada dentro de

los 10 minutos de su preparacion. (10)
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Instrumentos:

Quir6fano para mamiferos inferiores con mesa de diseccion, calefaccion y lampara.
Equipo de 6rganos aislados

Poligrafo Grass de 10 canales

Transductor de contraccion isométrica Grass

Balanza analitica: Sartorius Verke, serie 241.

Agitador magnético/plancha térmica marca Lab-Line

pHmetro digital marca Meter

Osmometro marca Somete

Termdémetro digital marca Parmer, Serie: 08403.

Homogenizador eléctrico marca Sonic Lab.

2. Campo de Verificacion

2.1. Ubicacion espacial:

El presente trabajo de Investigacion se realizara en los laboratorios del Centro de
Investigacion de la Universidad Catdlica de Santa Maria (CICA) y Centro de

Investigacion y Desarrollo Cientifico de la Universidad Nacional de San Agustin

2.2. Ubicacion temporal:

El estudio tendra una duracion de 10 semanas del 3 de Enero del 2016 al 06 de
Marzo del 2016

2.3. Unidades de estudio:

La muestra Biologica estara constituida por 20 ratas albinas (Wistar) de ambos
sexos con un peso corporal entre 200 a 250g de 3 meses de edad pertenecientes a la
misma camada obtenidas del Bioterio de la UCSM y Centro de Desarrollo
Cientifico.

Las unidades de estudio la constituiran anillos aislados de aorta tordcica de ratas
normoglicémicas los cuales seran distribuidos aleatoriamente segun el protocolo de

estudio.
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2.3.1. Distribucion de las unidades de estudio
Se distribuira aleatoriamente de la siguiente manera:

2.3.1.1.  Grupo Hiperglucémico, constituido por los anillos extraidos de 10
ratas normoglucémicas, la induccion de hiperglucemia aguda producira
un estado diabético en ratas. Para ello, en ayunas se administrara en una
sola dosis via intraperitoneal (ip) 60 mg/kg de peso de estreptozotocina
(SZT), la cual se disolvera en buffer citrato a pH 4,5 y sera utilizada
dentro de los 10 minutos de su preparacion, luego se evaluara el

incremento del nivel de glucosa sanguinea durante 7 dias.

2.3.1.2.  Grupo Control: estara constituido igualmente por anillos obtenidos

de 10 animales normales.

3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS

3.1. Organizacion

Para la realizacion del presente proyecto se procedera de la siguiente manera:

3.1.1. Etapa pre-experimental

Se realizaran las pruebas piloto con el fin de determinar las dosis de los farmacos a
utilizar asi como realizar los ensayos de obtencion y manejo de los anillos de aorta

aislados.

3.1.2. Etapa de estandarizacion

La condiciones tanto ambientales como de alimentacion seran estandarizadas de tal
manera, que se¢ mantendrd a los animales en jaulas separadas a una temperatura
ambiental de 24°C con humedad relativa del 30%. Pasando por periodos de luz
oscuridad cada 12 horas. La alimentacion serd la misma, durante todo el tiempo en
que dure el estudio y estara constituida por 30g de concentrado para mantenimiento

marca TOMASINO® administrados a la misma hora del dia y el agua ad libitum.
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3.1.3. Etapa experimental

Esta se iniciard con la determinacion de la respuesta vasoactiva de los anillos

aorticos al peroxido de hidrogeno en la camara de 6rganos aislados.

3.2. Recursos
3.2.1. Recursos humanos

Autor: Jimmy Alexander Ramos Castro
Asesor del trabajo: Dra. Noemi del Castillo Solorzano

Personal de apoyo

3.2.2. Recursos materiales

3.2.2.1. Equipos: CICA de la UCSM y Centro de Investigacion y Desarrollo
Cientifico de la Universidad Nacional de San Agustin

3.2.2.2. Reactivos y Farmacos:
Estreptozotocina
Peroxido de hidrogeno
Noradrenalina
Acetilcolina
Solucion buffer Krebs/Hepes (K-H) modificado para 6érganos
aislados, su composicion en mM: NacCl, 99.01; KCl, 4.69; CaCl2,
1.87; MgS04, 1.20; K2HPO4, 1.03; NaHCO3, 25.0; NaHepes, 20.0,
y la glucosa, 11.1, (pH 7.4).

3.2.2.3. Recursos financieros

Autofinanciado.

3.3. Criterios o estrategias para el manejo de resultados

El analisis estadistico de los resultados se realizara empleando el paquete estadistico

SAS: Statistical Analisis System, Raleigh, North Carolina Institute, INC

Por lo que se calcularan los siguientes estadigrafos:
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Medidas de tendencia central, media desviacion estandar t de Students para hallar la
diferencia entre dos medias independientes. Para el efecto del tratamiento se realizo el
Andlisis de Varianza Simple (ANDEVA). La Prueba de sensibilidad de Tukey

modificada permitira determinar la efectividad del tratamiento en el tiempo.

Las diferencias se consideraron como:
No significativas p>0,05
Significativas p<0,05

Altamente significativas p<0,01

IV. CRONOGRAMA DE TRABAJO

Semanas
Actividades 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Eleccion del tema, recopilacion y
revision bibliogréafica

(3 al 24 Enero 2016)

Formulacion del proyecto

(18 al 24 Enero 2016)

Ejecucion del proyecto

(18 de Enero al 21 Febrero 2016)

Andlisis e interpretacion de datos

(22 de Febrero al 06 de Marzo del 2016)

Presentacion de informe final

(07 al 13 de Marzo del 2016)
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ANEXO 01
Ficha de recoleccion de datos
GRUPO | RAT | Constriccion con | Dilatacion | Dilatacion | Dilatacion | Respuesta
A N° | Noradrenalina con con con Vasodilata
SuM (%) Acetilcoli | Acetilcoli | Acetilcolin | dora al
na na a HO02 10
0.1uM IuM (%) | 10uM (%) | *M (%)
(%)
Control |1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Hipergli |1
cemico |2
3
4
5
6
7
8
9
10
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