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RESUMEN

La diabetes es una enfermedad importante debido a que afecta a millones de personas en
el mundo. Entre las complicaciones asociadas a esta enfermedad, las de tipo vascular son
de gran relevancia. Durante el desarrollo de la diabetes se presentan alteraciones en la
sintesis de sustancias vasoactivas como la prostaciclina y el 6xido nitrico, que contribuyen
al dafio en diferentes 6rganos, entre los mas importantes se encuentra el rifién.

La prostaciclina (PGl,) esta implicada en la evolucion de las complicaciones vasculares de
la diabetes debido a que el progreso de la enfermedad deteriora la sintesis de
vasodilatadores y favorece la produccion de vasoconstrictores contribuyendo al dafio
renal, por lo tanto, resulta de interés estudiar la participacion de las sintasas de
prostaciclina y 6xido nitrico en la regulacién del tono vascular renal en un modelo de
diabetes experimental. En este estudio se utilizé un modelo de diabetes experimental en
ratas Wistar macho, a las cuales se les indujo diabetes mediante la administracion con
estreptozotocina (STZ), después de 1 y 4 semanas de evolucién de la enfermedad, se
aislé y perfundié el rifién derecho, y se realizaron curvas concentracion-respuesta a
fenilefrina, en ausencia y presencia de indometacina inhibidor no selectivo de la
ciclooxigenasa, (COX), L-NAME inhibidor no selectivo de las sintasas de 6xido nitrico,
(NOS) y 2-PCPA o tranilcipromina inhibidor selectivo de la sintasa de prostaciclina (PGIS).
Se realiz6 la cuantificacion de la proteina PGIS mediante la técnica de Western Blot.

Las ratas diabéticas de 1 y 4 semanas de evoluciéon de la enfermedad presentaron
glucosa sanguinea mayor a 300 mg/dL. El indice de masa renal (peso del rifién/peso
corporal) fue significamente mayor en ratas diabéticas, lo que sugiere hipertrofia renal. La
estimulacion con fenilefrina provocé aumento de la presion de perfusion (p.p) renal en
ratas normales y diabéticas, pero a la semana de evolucién de la enfermedad la respuesta
a fenilefrina fue mayor en el animal diabético, mientras a las 4 semanas no se observo
cambio. La indometacina no modificd el efecto vasopresor de fenilefrina en rifiones de
ratas diabéticas de 1 semana. En los dos grupos de ratas, el 2-PCPA un inhibidor de la
PGIS incrementé la p.p basal, indicando que la liberacién basal de prostaciclina regula
tono vascular renal. De manera interesante, el efecto 2-PCPA fue menor en las ratas de 4
semanas de evolucién lo que sugiere que la liberacion basal de prostaciclina se reduce
con el tiempo de evolucion de la enfermedad. En contraste, el 2-PCPA bloqueé el

estimulo contractil de la fenilefrina principalmente en ratas diabéticas. EI L-NAME también



incrementd el tono basal en ambos grupos, y la inhibicion de la NOS no modifico la
respuesta de fenilefrina. La expresion de la PGIS fue mayor en ratas diabéticas de 1
semana de evolucién de la enfermedad, mientras que a las 4 semanas se observo una
menor expresion de la proteina. Estos datos sugieren que en etapas tempranas de la
diabetes aumenta la reactividad vascular renal a fenilefrina, donde no parece estar
participando las COX. Existe asociacion entre la expresion de la PGIS vy liberacién de
prostaciclina basal ya que ambas disminuyeron con el tiempo de evolucion de la diabetes.



1. INTRODUCCION

Definicion de la diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad sistémica, cronico-degenerativa, que se
caracteriza por el aumento de glucosa en sangre debido a la deficiencia en la produccién
0 accioén de la insulina. ElI mecanismo por el cual la accién de la insulina es deficiente
incluye una disminucién de la sensibilidad a la insulina en los principales tejidos blanco
como el hepatico, el muscular, el adiposo, el cartilaginoso y el 6seo sobre los que actla y

una secrecion insuficiente de insulina ya sea absoluta o relativa y (Seino et al., 2010).

La caracteristica comun para el desarrollo de diabetes es la disminucién de la masa
funcional de las células B pancreaticas que resulta en la incapacidad de proporcionar una
cantidad adecuada de la insulina a las células blanco. La deficiencia en la accién de la
insulina conduce a anormalidades en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas
(Seino et al., 2010) lo que se ha asociado con dafio a largo plazo, disfuncion y falla de
varios érganos, especialmente los 0jos, los rifiones, los nervios, el corazon y los vasos
sanguineos (ADA, 2010).

Cuando se considera la morbilidad, la mortalidad y el costo de atencidbn médica, la carga
de la epidemia de diabetes se hace evidente en todo el mundo. La prevalencia de la
diabetes se estimd en 171 millones en 2000, aumentando a 382 millones en 2013y se

proyecta que llegard a 592 millones para el afio 2035 (Lim, 2014).
Clasificacion

Diabetes tipo 1: Se genera por la destruccion autoinmune de las células 3 pancreaticas a
través de la respuesta inflamatoria mediada por células T (insulitis), asi como una
respuesta humoral por células B que conduce a una deficiencia absoluta de insulina
(Devendra et al., 2004).

Diabetes tipo 2: Se caracteriza por la insensibilidad a la insulina como resultado de la
resistencia, la disminucién de la produccién y la eventual falla de las células
pancreaticas (Olokoba et al., 2012). Se desarrolla en asociacién con factores de estilo de
vida y factores genéticos (Ripsin et al., 2009). Esta forma de diabetes, representa entre el

90 y el 95% de las personas con esta enfermedad a nivel mundial (ADA, 2010).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/insulin-medication

Diabetes mellitus gestacional: Se define como cualquier grado de intolerancia a la glucosa
gue se presenta durante el embarazo y se asocia con un aumento de la morbilidad
materno-fetal, asi como con complicaciones a largo plazo en las madres y los hijos
(Kautzky-Willer et al., 2016).

Otros tipos de diabetes: En este grupo se han identificado varias formas de diabetes
asociadas con defectos genéticos de la célula B pancreatica, defectos genéticos en la
accion de la insulina, enfermedades del pancreas, endocrinopatias, diabetes inducida por
farmacos o quimicos, otros sindromes genéticos que se pueden asociar a diabetes e
infecciones (ADA, 2010).

Complicaciones vasculares de la diabetes

Las complicaciones vasculares de la diabetes se encuentran entre las manifestaciones
mas graves de la enfermedad. Las alteraciones en la vasculatura asociadas a esta
patologia incluyen cambios anatomicos, estructurales y funcionales que conducen a la
disfuncion multiorganica (Rahman et al., 2007). Las complicaciones cronicas de la
diabetes se clasifican tradicionalmente como macrovasculares que incluyen enfermedad
de las arterias coronarias, cardiopatia isquémica, enfermedad vascular periférica y
ateroesclerosis, y las complicaciones microvasculares que incluyen retinopatia, nefropatia
y neuropatia. En las primeras estan involucrados los vasos sanguineos grandes, como las
arterias y las venas y en las ultimas predominan los pequefios vasos, como las arteriolas,

los capilares y las vénulas (Cade, 2008).

La enfermedad microvascular tiende a ocurrir predominantemente en tejidos donde la
captaciéon de glucosa es independiente de la actividad de la insulina, por ejemplo, riiién,
retina y endotelio vascular (Vithian y Hurel, 2010). La DM se asocia con alteraciones
funcionales y estructurales en el rifidn, esta enfermedad afecta a todos los tipos de células
de este drgano incluidas las células endoteliales, las células tubulointersticiales, los

podocitos y las células mesangiales (Maezawa et al., 2015).

La diabetes contribuye a la activacion de vias moleculares patoldgicas bien reconocidas
gue contribuyen al dafio vascular y por consiguiente al dafio renal. La produccion de
productos finales de glicacion avanzada (AGES) activa las vias del poliol y de hexosamina
para estimular la formacion de la proteina cinasa C (Vallon y Komers, 2011). La

sobreproducciéon mitocondrial de superdxido en los vasos sanguineos como se muestra
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en la Figura 1 agrava el estrés oxidativo y promueve la inflamacién y la fibrosis, que
inducen lesiones funcionales y estructurales en el rifion (Nishikawa et al., 2000). El
desencadenante por el cual la alta concentracion de glucosa altera la funcion vascular es
el desequilibrio entre la biodisponibilidad del 6xido nitrico (NO), la acumulacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y los AGES que conducen a una disfuncién
endotelial (DE) (Paneni et al., 2013).
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Figura 1. Mecanismos patoldgicos de la hiperglicemia y sustancias derivadas del endotelio vascular
En la figura se describe la via de accion de las altas concentraciones de glucosa desde la unién a
su receptor en el endotelio vascular (amarillo) y los productos finales que interactian con las
células del musculo liso (café).

La disfuncién endotelial promueve una vasopermeabilidad desequilibrada, se caracteriza
por un aumento del estrés oxidativo y una disponibilidad reducida de NO que favorece la
vasoconstriccion, la agregacion plaquetaria, la proliferacion de células musculares lisas,
una expresion elevada de factores proinflamatorios y protromboticos como se muestra en

la figura 1 que conducen a una vasoreactividad anormal (Zardi et al., 2005).
Tono vascular renal

El tono vascular renal es un regulador fundamental de la perfusion tisular, esta
relacionado con el estado basal de apertura o cierre de los vasos de
resistencia (arteriolas) y vasos de capacitancia (venas). EIl tono arteriolar esta controlado
por una variedad de mecanismos que incluyen el sistema nervioso autbnomo simpatico,

factores neurohormonales endocrinos y mecanismos locales. El efector final del tono
5



vascular es el aparato contractil de las células del musculo liso, la concentraciéon de Ca?
citoplasmético regula la contraccion de las células y tejidos del musculo liso (Lamas y
Rodriguez-Puyol, 2012).

Regulacién endotelial del tono vascular renal

Las células endoteliales (CE) son reguladores esenciales del tono vascular. El endotelio
es una monocapa de células que recubre todo el sistema vascular, tiene un papel critico
en la comunicacion entre los componentes de la sangre y la pared vascular, esto implica
gue participa en procesos esenciales relacionados con la vasomocion, la agregacion

plaguetaria y la inflamacién (Sandoo et al., 2010).

Estas células se ubican en la intima, que es el revestimiento interno de los vasos
sanguineos (Sandoo et al., 2010) el endotelio renal muestra caracteristicas particulares
dependiendo de la ubicacion en el sistema vascular, las posibles diferencias entre las
células endoteliales renales probablemente estén relacionadas con la interaccion con
células circundantes como los podocitos, las células mesangiales y la matriz extracelular

glomerular (Lamas y Rodriguez-Puyol, 2012).

Las CE generan factores como el oxido nitrico, prostaciclina, factor hiperpolarizante
derivado del endotelio con efectos vasodilatadores mientras que la endotelina 1,
angiotensina 1l y las ROS ejercen efectos vasoconstrictores, que regulan acciones
directas en la capa de musculo liso regulando el estado contractil al afectar finalmente las
concentraciones de Ca? intracelular (Lamas y Rodriguez-Puyol, 2012). Como un
importante regulador de la homeostasis vascular, el endotelio mantiene el equilibrio entre
vasodilatacion y vasoconstriccion, el desequilibrio entre los factores vasoactivos conduce
a una DE (Sena et al.,, 2013). En el rifién, la liberacién local de estos mediadores
endoteliales, junto con la presencia de células endoteliales especializadas en
el glomérulo, contribuyen a regular el flujo sanguineo renal, la filtracién glomerular y la
funcién tubular que estan intimamente relacionadas con el balance de sodio (Lamas y
Rodriguez-Puyol, 2012).

Via del acido araquidénico

El 4cido araquidénico (AA) es el precursor de la sintesis de lipidos bioactivos, a través de

tres vias enzimaticas principales: ciclooxigenasa (COX), lipooxigenasa (LO) vy



monooxigenasa del citocromo P450 (CYP450). En conjunto, los mediadores derivados del
acido araquidénico se llaman eicosanoides (en referencia a &cidos grasos de 20
carbonos). Los eicosanoides incluyen los prostanoides derivados de la ruta de la COX, los
leucotrienos de la ruta de LO, los acidos hidroxieicosatetraenoicos (HETE) y los &cidos
epoxieicosatrienoicos (EET) de la ruta de la monooxigenasa P450 (Hao y Breyer, 2007).

Los prostanoides son un grupo de mediadores lipidicos que surgen del metabolismo
enzimatico del &cido araquidoénico, que se libera a partir de fosfolipidos de la membrana
por la actividad de la fosfolipasa A2 (PLA2) en respuesta a diversos estimulos fisiolégicos
y patolégicos. Las COX'’s primero convierten el acido araquidonico en prostaglandina G;
(PGG2) a través de la actividad ciclooxigenasa, y luego la PGG. inestable se convierte en
prostaglandina H, (PGH.) por la actividad peroxidasa de las COX’s. PGH;, se metaboliza
posteriormente a prostanoides biol6gicamente activos y mas estables como
prostaglandina E2 (PGE:) prostaciclina (PGl2), prostaglandina F.a (PGF2q), prostaglandina
D, (PGDy) y tromboxano A; (TxA), por la acciéon de sintasas especificas que incluyen
sintasa de prostaglandina E. (PGES), sintasa de prostaciclina (PGIS), sintasa de
prostaglandina F.q (PGFS), sintasa de prostaglandina D, (PGDS) y la sintasa de
tromboxano A, (TXAS) Figura 2 (Hao y Breyer, 2008).

Existen 2 isoformas de la enzima COX, ciclooxigenasa 1 (COX-1) y ciclooxigenasa 2
(COX-2), estas enzimas tienen una masa molecular comparable de 71 y 73 kDa
respectivamente, pero su expresion y distribucion son diferentes. La COX-1 se expresa de
forma constitutiva, manteniendo las funciones fisiol6gicas normales. La COX-2 es una
enzima inducible, que se regula a partir de diferentes estimulos inflamatorios, mitogénicos

y protrombaticos (Ngrregaard et al., 2015).

Los prostanoides formados se liberan fuera de las células inmediatamente después de la
sintesis. Cada metabolito interactia con su receptor de siete dominios transmembrana
acoplado a proteina G, los receptores prostanoides se clasifican en cinco subtipos entre
los que se incluye el receptor de prostagladina D, (DP), el receptor de prostaglandina E-
(EP), receptor de prostaglandina Fzq (FP), receptor de prostaciclina (IP) y el receptor de
tromboxano A; (TP) (Hao y Breyer, 2008), ademas de activar a su receptor especifico, se
sabe que las PGs y el tromboxano pueden interactuar con receptores nucleares como el
receptor activado por el proliferador de peroxisomas gamma (PPARy) y beta/delta
(PPARR/D).
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PGIl; y TXA; son quimicamente inestables, tienen una vida media de 30 segundos a unos
pocos minutos de ser sintetizados, se degradan rdpidamente a productos inactivos en
condiciones fisiolégicas, otras PGs son quimicamente estables, se metabolizan
rapidamente y se inactivan durante un solo paso a través del pulmoén (Narumiya y
FitzGerald, 2001). Por lo tanto, esto limita su efecto a la proximidad inmediata de su sitio
sintético, lo que explica su funcion autocrina o paracrina. Los efectos biologicos de los
prostanoides derivados de la COX son diversos y complejos, dependiendo de que
prostanoide se produce y el receptor disponible (Hao y Breyer, 2008).
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Figura 2. Prostanoides derivados de la ruta de la ciclooxigenasa (Yuhki et al., 2011).

Ciclooxigenasas en el rifién

La expresion diferencial y la distribucion de las 2 isoformas de la COX estan involucradas
en la regulacién de varias funciones fisioldgicas en el rinidn. La COX-1 es la isoforma
dominante, se expresa en el endotelio renal, en las células mesangiales glomerulares, en
células endoteliales arteriolares, asi como en los conductos colectores corticales y
medulares (Ngrregaard et al., 2015).

En contraste, la expresion basal de COX-2 es menos intensa, se encuentra y tiene una
distribuciéon discreta en el rifion en condiciones normales, presenta algunas diferencias
entre especies en la localizacién. La distribucién constitutiva de COX-2 se ha localizado
en células de la macula densa y en el conducto ascendente grueso cortical del asa de

Henle y las células intersticiales Figura 3 (Ngrregaard et al., 2015), como COX-2 es una
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enzima inducible, en condiciones patolégicas puede expresarse en muchas células a nivel
sistémico y en particular en diferentes tipos celulares dentro del rifidn (Fitzpatrick y
Soberman, 2001).

Macula
Glomérulp  densa
l;;:l..r'
Tuabulo NG COX-1 Corteza
proximal £ COX-2
Médula
externa
Extremidad —
descendente del
asa de Henle Conducto
colector Médula
Extremidad ° B Células interna
ascendente delgada— | |« ...~ intersticiales
delasa de Henle l % medulares ——
Orina final

Figura 3. Distribucion de las isoformas de la COX en toda la nefrona, COX-1 en color verde y COX-
2 color azul modificado de (Ngrregaard et al., 2015).

Prostaglandinas en el riidn

En condiciones fisiolégicas, los prostanoides derivados de la COX ejercen funciones
esenciales en la regulacion de la hemodinamica renal, por ejemplo; la liberacién de
renina, regulan el tono vascular, mantienen la filtracion glomerular y el flujo sanguineo
renal, participan en la mediacion de la accién hormonal y modulan la excrecién de agua y
sodio (Li et al., 2018).

Las acciones de los prostanoides sobre la funcion renal dependeran de una maquinaria
enzimatica compleja que acopla la fosfolipasa A2 y la COX, a la sintasa especifica de
cada prostanoide, que finalmente ejercera su accion al unirse a un receptor acoplado a
proteina G (Hao y Breyer, 2007). Se ha reconocido que PGE; es el metabolito renal méas
abundante seguido de PGl,, PGFyq y TXA; (Li et al., 2018).

Las acciones biolégicas de la PGE: se ejercen mediante la activacién de los receptores
EP1, EP2, EP3 y EP4. A través de estos receptores, la PGE; desempefia una variedad de
funciones fisiol6gicas renales, tiene efectos sobre el flujo sanguineo renal, la excrecién de

sodio y la reabsorcién de agua, y por lo tanto contribuye a la regulacién de la presion



arterial, la filtracion glomerular y la resistencia vascular (Breyer y Breyer, 2000). La
PGl, ejerce su accion al activar el receptor IP, aumenta la secrecion de potasio
principalmente al estimular la secrecién de renina (Kim, 2008). Las acciones de TxA;
estan mediadas por el receptor Tp es un importante vasoconstrictor renal, estimula la
contraccién de las células mesangiales y, por lo tanto, puede tener efectos directos
sobre la filtracion glomerular y la proteinuria, ademas parece estar involucrado en la
regulacion de la hemodinamica y la excrecion de sodio (Li et al., 2018). En condiciones
fisiopatoldgicas, la funcion renal se vuelve dependiente de los prostanoides participando
de manera activa en la hipertensién vascular renal y la nefropatia diabética (Hao y Breyer,
2008).

Oxido nitrico

El 6xido nitrico es un radical libre diatdmico, se sintetiza en diversas células y tejidos del
organismo a partir del aminoécido L-arginina a L-citrulina; esta reaccién es catalizada por
las sintasas de oOxido nitrico (NOS). Se han identificado 3 isoformas principales,
nombradas en funcién del tejido del cual fueron aisladas y purificadas: sintasa de éxido
nitrico neuronal (hNOS, NOS-I o NOS-1), sintasa de éxido nitrico inducible (iNOS, NOS-II
0 NOS-2) y sintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS, NOS-IlIl o NOS-3) (Tenorio et al.,
2008). La biosintesis de NO requiere como cofactores: el complejo Ca2+- calmodulina
(CaM), la tetrahidrobiopterina (H4B), el grupo hemo, el flavin mononucleétido (FMN) vy
flavin adenin dinucledtido (FAD) (Tenorio et al., 2008). La eNOS y nNOS son
dependientes de la Ca?*/calmodulina y la iNOS es inducida por citocinas (Sosa-Luna et
al., 2005).

El NO controla el tono vascular dependiente del endotelio y desempefia una funcién activa
en numerosos procesos bioldgicos como la vasodilatacion. Ademas de su efecto relajante
directo, el NO inhibe la agregacion plaquetaria, la adhesion y migracion de células

sanguineas a la pared vascular (Sosa-Luna et al., 2005).

La estimulacion por neurotransmisores como la noradrenalina, acetilcolina, o por
autacoides como la trombina, bradicinina, angiotensina Il y endotelina produce la
liberacion de NO. La generacién de NO se incrementa por factores fisicos como el flujo
sanguineo (estrés de cizallamiento) o la contraccién de los vasos sanguineos, de esta
manera el NO tiene una funcién destacada en la regulacion del tono del musculo liso

vascular y del flujo sanguineo hacia los tejidos (Sosa-Luna et al., 2005).

10



La eNOS se expresa en las células endoteliales vasculares renales y la proteina nNOS se
ha encontrado predominantemente en las células epiteliales de la macula densa, células
del conducto colector y los nervios sensoriales pélvicos renales. La INOS se expresa
ampliamente después de la induccion con endotoxinas o estimulos proinflamatorios en los
epitelios del tubulo, incluidos el tubulo proximal, la extremidad ascendente gruesa y el
tubulo contorneado distal (Han et al., 2006)

En el rifién, el NO tiene numerosas funciones fisiologicas, incluida la regulacién de la
hemodindmica renal y glomerular, la mediacion de la natriuresis por presion, el
mantenimiento de la perfusion medular, reduccibn de la retroalimentacion
tubuloglomerular, inhibicion de la reabsorcion tubular de sodio y la modulacion de la

actividad del nervio simpético renal (Mount'y Power, 2006).

Prostaciclina

La prostaciclina (PGI) es un acido carboxilico insaturado de 20 carbonos con un anillo de
ciclopentano, es uno de los cinco productos principales de la cascada del &acido
araquiddnico, ambas enzimas (COX-1 y COX-2) convierten el AA en el precursor la
prostaglandina PGH2, que posteriormente se sintetiza en PGI, a través de la sintasa de
prostaciclina (PGIS), se sabe que COX-2 es la enzima responsable de su sintesis en el
rinon (Stitham et al., 2011). PGIl; no se almacena, se convierte rapidamente por procesos
no enzimaticos en un metabolito inactivo, 6-ceto prostaglandina F1q (PGF14). Las acciones
de la prostaciclina estan mediadas principalmente a través de su receptor de superficie
celular el receptor IP (Reid y Kinsella, 2015), es un miembro de la superfamilia de
receptores acoplados a proteina G, predominantemente a la subunidad Gs, esto implica
un aumento en los niveles intracelulares de AMPc mediante la accion de la adenilato
ciclasa y a su vez, la activacion de la proteina quinasa A (PKA) dependiente del AMPc
(Fig. 4) (Boie et al, 1994, Reid y Kinsella, 2015) para producir finalmente un

desacoplamiento de la maquinaria contractil que induce a la vasodilatacion.

Los estudios en animales también han demostrado que la PGl puede ser sefalizada a
través de vias alternas relacionadas con proteina Gq y Gi (Lawler et al., 2001), asi como
por vias mediadas por receptores nucleares, como la via del receptor gamma activado por

el proliferador de peroxisomas (PPARYy) (Lim y Dey, 2002).
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Figura 4. Diversas opciones de sefalizacion para PGl2 en el rifion (modificado de Nasrallah y
Hébert, 2005).

La prostaciclina desempefia un papel clave en la vasculatura, se produce principalmente
dentro del endotelio y del musculo liso vascular de todos los vasos sanguineos (Reid y
Kinsella, 2015), tiene potentes efectos vasodilatadores y tiene capacidad para inhibir la
agregacion de las plaquetas circulantes. Ademas de su papel en la vasculatura también
contribuye al mantenimiento de las funciones homeostaticas de muchos sistemas de
organos y la patogénesis de ciertas enfermedades (Nasrallah y Hébert, 2005).

La PGIl; en el rifidn, regula el flujo sanguineo renal (RBF), la tasa de filtracion glomerular
(TFG), la secrecion de renina, respuestas de crecimiento como el crecimiento glomerular
y tubular, los procesos de transporte tubular y el destino celular (Nasrallah y Hébert,
2005). Los desequilibrios en los niveles de prostaciclina, de su sintasa especifica 0 su
receptor estdn implicados en una amplia gama de enfermedades como son: las

cardiovasculares, renales y pulmonares, entre otras (Kawabe et al., 2010).

Sintasa de prostaciclina

La sintasa de prostaciclina (PGIS) es una hemoproteina con caracteristicas del citocromo
P450 (CYP), se expresa principalmente en células vasculares como las células
endoteliales y las células del musculo liso y se asocia con el reticulo endoplasmico y la
membrana nuclear. La PGIS es una enzima inusual porque cataliza una isomerizacién en
lugar de una monooxigenacién que es tipica de las enzimas P450, cataliza el
reordenamiento de la prostaglandina H» para formar PGl,. Se colocaliza con las COX’s y
la fosfolipasa A2, la PGIS se acopla funcionalmente con estas enzimas. La PGIS se
expresa de forma constitutiva y puede ser regulada por citocinas, hormonas reproductivas

y factores de crecimiento. El acoplamiento de PGIS con COX-2 desempefia un papel
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importante en la proteccién vascular, y el desarrollo e implantacion de embriones en

condiciones normales (Wu y Liou, 2005)

Estudios en animales noqueados para la PGIS comprueban el papel critico de PGl; en el
desarrollo renal, el estudio de Yokoyama et al., 2002 demuestra que los rifiones
deficientes de PGIS generalmente se desarrollan en tamarfo, pero la ausencia de la
sintasa genera animales con un solo rifidn o uno mas pequefio y sin desarrollar, ademas
se generan cambios morfolégicos como atrofia, lesion vascular y fibrosis. Mientras que la
deficiencia de PGIS en los vasos sanguineos induce el engrosamiento de las paredes
arteriales, lo que indica que PGI, es muy importante para mantener el estado normal de

los vasos. Ademas, la ausencia de PGl favorece la formacion de TXA; y PGE-.

La mayoria de los estudios sobre la sintesis de PGI, se han centrado en la expresion y
regulacion de las COX's, estas enzimas se consideran el paso limitante para la
produccion de prostanoides, sin embargo, la regulacién de las sintasas especificas de

cada prostanoide es un blanco terapéutico importante de estudiar (Klein et al., 2015).

Se han realizado investigaciones para comprender la regulacion de la liberacion de PGl
Klein et al., 2015 informaron que en células mesangiales humanas la mayor sintesis fue
de PGly, seguida de PGE; y PGFz, la estimulacion con citocinas incrementa la formacion

de PGl y PGE: sin provocar cambios en la produccion de TXB2 y PGFyq.

En general, se piensa que las sintasas de PGs se expresan de manera constitutiva en la
mayoria de los tejidos. Sin embargo, Caughey et al., (2001), observaron que la COX-2
puede inducir la expresion de la sintasa de PGE: y PGI; en células endoteliales de la vena
umbilical humana. Otros han demostrado que las células endoteliales bovinas transducen
la union del factor de necrosis tumoral (TNF) en un aumento de la expresion de la enzima
COX-2y, posteriormente en la induccién del RNAm de la PGIS (Spisni et al., 1995).

Ciclooxigenasas en diabetes

Estudios en diabetes mellitus humana y experimental han revelado alteraciones del
metabolismo del acido araquiddnico renal y en la produccion de prostaglandinas (PGs) y
tromboxano dependientes de COX (Kreisberg y Patel, 1983, Schambelan et al., 1985,
Quilley y McGiff, 1985). Esto sugiere que el dafio renal provocado por la diabetes, implica
un aumento en la actividad de la fosfolipasa A2 (PLA2) dependiente de calcio, que genera

acido araquidénico como sustrato para la COX-2, y posteriormente se produce un
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incremento en la formacion de prostaglandinas que pueden afectar la funcion renal. La
diabetes mellitus se asocia con una regulacion alterada en la microcirculacién. Una
inflamacién vascular de bajo grado se ha implicado en el desarrollo de complicaciones
vasculares relacionadas con la diabetes. Los productos derivados de COX’s tienen un
papel fundamental en el desarrollo de la inflamacién, por lo tanto, se ha establecido que
participan en la progresion de la diabetes y sus complicaciones (Bagi et al., 2006).

Las investigaciones indican que las PGs derivadas de COX-2 estan implicadas en una
variedad de procesos fisiopatolégicos en el rifiébn (Ngrregaard et al., 2015), en la DM se
produce un aumento en la sintesis de varios prostanoides a través de la regulacién
positiva de COX-2, que interfiere con la regulacion de la funcion vasomotora (Bagi et al.,
2006). Las respuestas vasodilatadoras a los agentes dependientes del endotelio se
reducen, mientras que las respuestas a los agentes vasoconstrictores disminuyen,
aumentan o no cambian (Quilley y Chen, 2003). En la diabetes experimental se ha
observado un aumento de la expresién de COX-2 y este incremento en la actividad se
asocia con una mayor liberaciéon de prostaglandinas renales en la rata diabética, se sabe
gue los prostanoides derivados de esta enzima producen cambios hemodinamicos y
estructurales que son significativos para el desarrollo de nefropatia diabética (Li et al.,
2005; Yabuki et al., 2010).

En el estudio de Quilley y Chen, (2003) se evalué el papel de COX-2 en el efecto
vasoconstrictor del AA, y entre sus principales hallazgos demostraron que en el rifion de
ratas diabéticas las respuestas vasoconstrictoras al AA estaban incrementadas, esta
mayor capacidad de respuesta en el rindn se asocié con una mayor conversién a
prostaglandinas por la COX, particularmente a dosis mas bajas. El efecto vasoconstrictor
del AA dependiente de COX aumentado en la rata diabética fue parcialmente atribuible a
la actividad de la isoforma de COX-2, cuya expresion renal aumentd en el modelo de
diabetes experimental.

Se demostr6 que la diabetes experimental da como resultado la regulacién positiva de la
COX-2 y aumentos en la formacién de prostaglandinas renales, TNF-a y TGF-3, lo que
contribuye a la hipertrofia y la albuminuria (Cheng et al., 2002). Las intervenciones que
evitan la regulacion positiva de la COX-2 renal en la rata diabética estan, en su mayor
parte, asociadas con una reducciéon de la liberacion renal exagerada de prostaglandinas

en respuesta al AA (Quilley et al., 2011).
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El estudio de Komers et al., (2007) evalu6 en un modelo de ratas diabéticas con un
fenotipo de hiperfiltracion renal, las relaciones inmunohistoquimicas y funcionales de
COX-2. Se reportd un aumento de la expresion cortical renal de la COX-2 en ratas
diabéticas y la inhibicibn aguda de COX-2 redujo la elevacion de la TFG en la rata
diabética disminuyendo la produccién de prostaglandinas asociadas a la hiperfiltracion. La
identidad de las prostaglandinas que contribuye a la hiperfiltracion en diabetes sigue
siendo desconocida, pero los aumentos en la excrecidn urinaria de PGE. y el metabolito
de la Pl el 6-cetoPGF1q indican que son las PGs implicadas.

La inhibicién selectiva de COX-2 con el celecoxib durante la primera semana de diabetes
experimental redujo la expresion renal de COX-2 y la excrecion urinaria de PGs, en
especifico la produccion de PGl la inhibicion favoreci6 un efecto nefroprotector,
caracterizado por la reduccion de la hipertrofia renal y una menor expresion de TGF-
B (Vazquez-Cruz et al., 2013).

La inhibicion selectiva de COX-2 conduce a una disminucién de la PGlI; sin la inhibicién de
la sintesis de TXA.. Debido a que los inhibidores selectivos de la COX-2 reducen los
niveles de PGI; sin inhibir la sintesis de TXA., se postula que el cambio del equilibrio entre
estos dos prostanoides a favor de TXA; interrumpe la homeostasis vascular y contribuye a

la progresion de complicaciones vasculares (Smyth et al., 2009).

La produccion de prostanoides vasodilatadores y vasoconstrictores derivados de COX-1 y
COX-2 que son importantes mediadores del tono vascular renal, se han estudiado con la
inhibicion selectiva de estas enzimas. Actualmente, el principal producto de la COX-1 en
el riidn es el vasoconstrictor tromboxano A, (TxAz), por el contrario, los metabolitos
derivados de la COX-2 son la prostaglandina E; (PGE>) y la prostaciclina (PGlz). Sin
embargo, Ruiz-Leyja et al., 2013 evaluaron el papel diferencial de la COX-1 y la COX-2
en la vasoconstriccion renal inducida por fenilefrina en rifones de ratas hipertensas (SHR)
y ratas normotensas (WKY). Una vez que el rifién es estimulado por el agonista, el patrén
de prostanoides producidos por COX-1 y COX-2 es distinto, la inhibicion de COX-1 con
SC-560 redujo el efecto contractil de fenilefrina en los rifiones WKY, mientras que en SHR
no hubo cambios, la inhibicion selectiva de COX-2 con NS398 redujo el efecto
vasoconstrictor inducido por fenilefrina en rifiones SHR, por el contrario, el efecto
vasoconstrictor de fenilefrina aumenté en rifiones WKY. Por lo tanto, COX-1 esta
acoplada a la sintesis de TXA: en rifiones normotensos, mientras que esta enzima esta

involucrada en la produccién de TxAz y PGl; en rifiones hipertensos. En contraste, COX-2

15



esta acoplado a la sintesis de TxAz y PGI; en rifiones WKY, mientras que COX-2 esta
involucrado en la produccién de TxA: en riflones SHR. Este cambio en la actividad de la
COX en la regulacion del tono vascular de ratas hipertensas puede estar mediado por
diferentes vias, ademas de que un aumento en la expresion de la COX-2 renal implicaria
modificaciones en la distribucion tisular de las COX o en la disponibilidad de las sintasas
de prostanoides.

La alteracion en la via de la ciclooxigenasas que se produce en la diabetes no es el Gnico
mecanismo por el cual se produce dafo, los prostanoides son reguladores clave de la
funcién renal, e interactlan con varios sistemas, incluido el sistema renina-angiotensina-
aldosterona (RAAS), las alteraciones en estos sistemas también pueden regular la
expresion y actividad de la COX (Quadri et al., 2016). En condiciones patol6gicas como la
diabetes, se genera un estado de estrés oxidativo en el que se da un desbalance entre la
formacion excesiva de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, por lo tanto, se genera
una remocion insuficiente de estas moléculas. En estados de inflamacion, la produccion
de NO por la vasculatura aumenta considerablemente junto con otros ROS y contribuye al
estrés oxidativo (Lubos et al., 2008). Durante la diabetes se alteran mecanismos que
pueden regular la expresion y actividad de COX, varios estudios sugieren que la COX y el
NO interactian, el NO es una molécula que puede volverse altamente dafiina, la reaccién
del NO con el superéxido (O2) forma el peroxinitrito (ONOQO") esta molécula altamente
oxidante participa en condiciones patoldgicas, y es capaz de reducir la biodisponibilidad
de NO (Pacher et al., 2007).

Se ha demostrado que las especies reactivas de oxigeno como el anion superéxido
inducen la actividad de COX-2 (Kiritoshi et al., 2003, Cosentino et al., 2003); debido a que
el estrés oxidativo aumenta en la diabetes e induce a la COX-2. El estudio de Li et al.,
2005 demostrd que la administracion cronica del tempol (un mimético de la superéxido
dismutasa) impidié la induccion de la COX-2 renal en la rata diabética y disminuy6 la
mayor liberacién renal de prostaglandinas en respuesta al acido araquidénico, lo que
sugiere que el superédxido juega un papel central en la induccion de COX-2 durante la

diabetes.
2. JUSTIFICACION

Los inhibidores selectivos y no selectivos de COX-1 y COX-2 se han asociado a eventos

clinicos adversos en el rifién, debido a que COX-1 y COX-2 se expresan de manera
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constitutiva en él y desempefian diversas funciones renales. COX-1 regula el control de la
hemodinamica y la tasa de filtracion glomerular, mientras que COX-2 regula la excrecion
de sal y agua, ambas isoformas mantienen las funciones normales del rifion. Sin
embargo, se desconoce el papel de las sintasas de prostonoides en la disfuncién renal en
la diabetes. Por lo tanto, es importante estudiar las funciones de las enzimas rio abajo de
COX en la sintesis de PGs. En este trabajo, es de interés conocer la participacion de la
PGIS en las alteraciones vasculares ocasionadas por la diabetes en el rifién y asi

proponer posibles blancos terapéuticos novedosos para los pacientes con esta afeccion.
3. HIPOTESIS

La diabetes se asocia con una mayor produccion de autacoides vasodilatadores como la
prostaciclina y el 6xido nitrico en el rifidn en etapas tempranas de esta enfermedad. Por la
tanto, un aumento en la actividad de las sintasas de prostaciclina y 6xido nitrico reducira

el tono vascular renal en el modelo de diabetes experimental.
4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion de la via COX-la sintasa de prostaciclina y del 6xido nitrico en

la funcion vascular renal en ratas en dos etapas de evolucién de la diabetes.
5. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la participacion de la ciclooxigenasa en el tono vascular renal inducida por
fenilefrina en ratas diabéticas de 1 semana de evolucion.

Determinar la participaciéon de la sintasas del 6xido nitrico en el tono vascular renal
inducido por fenilefrina en ratas diabéticas de 4 semanas de evolucion.

Determinar la participacion de la sintasa de prostaciclina en el tono vascular renal
inducido por fenilefrina en ratas diabéticas de 1 y 4 semanas de evolucién.

Determinar la expresién de la proteina sintasa de postaciclina en corteza renal de ratas

diabéticas de 1 y 4 semanas de evolucion.
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6. MATERIAL Y METODO

Animales
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 250-300g que fueron proporcionadas por

el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, se mantuvieron en condiciones
ambientales controladas, con agua y comida ad libitum. El manejo de las ratas fue
realizado conforme a la Norma Oficial Mexicana para uso y cuidado de animales
laboratorio (NOM-062-Z00-1999, SAGARPA, México).

Induccién de la diabetes experimental

Las ratas se dividieron en 2 grupos: el de ratas inducidas a diabetes y el control.

Al grupo de ratas inducidas a diabetes se les administré estreptozotocina (STZ), por via
intraperitoneal (i.p.) en una dosis de 65 mg/kg de peso. 72 horas después se les midi6 la
concentracion de glucosa en sangre con un glucometro (Accu-Check Performa) para
corroborar el establecimiento de hiperglucemia, se tomaron valores mayores a 300mg/dL
como positivos para el grupo diabético.

El grupo de ratas control fue administrado con el amortiguador de citratos (el vehiculo de

la STZ) en una dosis de 1ml/kg de peso
Registro de la presién de perfusion del rifibn en cadmara de 6rgano aislado

A la primera semana y cuatro semanas después a la induccion de diabetes, las ratas
fueron anestesiadas con pentobarbital sdédico (60mg/kg, i.p.) Figura 5, se realizd una
laparotomia abdominal para exponer el rifién derecho y se hizo una diseccién en planos

como en la Figura 6, para posteriormente canularlo a través de la arteria mesentérica.

Arteriamesentérica

Arteria

renal
Aorta

abdominal

Figura 6. Rata Wistar macho anestesiada

Figura 5. Diseccion y sitio de canalizacion del rifidn
derecho.
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Posteriormente el rifidén se coloco en una camara para 6rgano aislado tipo Langerdoff para
la perfusion in vitro como se muestra en la Figura 7, con flujo constante (10ml/min) de
solucién Krebs con la siguiente composicion; NaCl, 118 mM; KCI, 4.6 mM; MgS0Oa-7H-0,
1.2 mM; KH2PO4, 1.2 mM; CaCl-2H,0, 1.5 mM; dextrosa, 5.5 mM; NaHCOs3;, 24.9 mM y
EDTA, 0.027 mM, a 37°C, pH 7.4 y en constante oxigenacion (95% O,y 5% CO,), la
presion de perfusién se registré con el transductor de presion TSD105 (Biopac Systems)
acoplado a un sistema de adquisicién de datos MP100 (Biopac Systems). Los rifiones se
estabilizaron durante 60 minutos y se realizaron curvas concentracion-respuesta Figura 8
a fenilefrina (0.031-100nm) en ausencia y presencia del inhibidor no selectivo de las
COXs, la indometacina (1x10° M), del inhibidor no selectivo de las NOS, L-NAME (1x10°
M) y del inhibidor selectivo de la sintasa de prostaciclina, la tranilcipromina o 2-PCPA
(1x10° M, Cayman® 10010494) en diferentes rifiones.

Figura 7. Rifién derecho de rata Wistar montado en el aparato de 6rgano aislado

1 hora de estabilizacion

KCl 80mM Curva concentracion respuesta a fenilefrina

! [1x10°5 M-1x102 M]
Inhibidor:

|
PP Basal 30 minutos ! ! 1
)

Inhibidor no selectiva de COX's indometacina (1x10° M
Inhibidor no selectivo de las NOS L-NAME (1x105 M)
Inhibidor selectivo de sintasa de prostaciclina 2-PCPA (1x10° M)

Figura 8. Registro de un experimento para evaluar la respuesta a fenilefrina en la vasculatura
renal en presencia de inhibidores.
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Inmunodeteccién de PGIS en corteza de rifién (“Western Blot”)

La corteza se obtuvo de rifiones perfundidos durante 3 minutos, y de cada uno se tomaron
25mg; se colocaron en 1 ml de solucion R.I.LP.A (TRIS-HCL pH 7.4, NaCl 5M, EDTA,
desoxicolato de sodio y SDS 20%), con una mezcla de inhibidores de proteasas
(Minicomplete Roche). Para separar las proteinas, el tejido se homogeneizé con un
Polytron PT10-35; se centrifugé a 10,000 revoluciones por 10min, se recuper6 el
sobrenadante y se determind la concentracion de proteinas por el método de Lowry
modificado, para lo cual se realizé una curva estandar con albdmina sérica bovina (BSA),
las muestras se sometieron a reaccionar con reactivo de Folin y se determinaron las
absorbancias a 750 nm; con estos datos se estimé la concentracién de proteinas totales
en cada muestra, por regresion lineal a partir de la curva estandar y la ecuacion de la
linea recta. Las muestras fueron preparadas en condiciones desnaturalizantes con Laemlli
(Tris-HCL 0.125 M, pH 6.8, SDS 10%, glicerol 20%, 2-mecaptoetanol 2%, azul de
bromofenol 0.03mM) y se corrié una electroforesis en gel de poliacrilamina, SDS-PAGE al
10% las proteinas se separaron por su peso molecular, se cargd 50 ug de proteina de
cada muestra, se utiliz6 un campo eléctrico de 80V por 25 min para concentrar las
muestras y 120V para separarlas, para comprobar que las muestras no estuvieran
degradadas, se tifio un gel con azul de Coomassie.

Las proteinas separadas se transfirieron a membranas de PVDF (Amersham Biosciences
®), por electrotransferencia en una camara semi-seca TRANS-BLOT (Bio-Rad ®), por 50
min a 15 V, con amortiguador de transferencia (Trizma base 25mM, glicina 192 mM,
metanol 20%).

Una vez que las proteinas se transfirieron a la membrana PVDF, se bloquearon los sitios
de unién libre con leche baja en grasa (5%), diluida en PBS (NaCl, KCI, Na;HPOs.,
KH:HPO,) mas tween 0.1% y agitacion constante durante 1 hora, para evitar union
inespecifica del anticuerpo. La PGIS se detectd con un anticuerpo policlonal de conejo
(1:2500), y se incubd toda la noche a 4°C; después se eliminé el anticuerpo no unido,
lavando con PBS-tween 0.1%, y luego se incub6 con el anticuerpo secundario, anti-rabbit
unido a peroxidasa (1:3000) en leche al 5%-PBS-tween al 0.1% por 1 hora en agitacion
constante. El peso de PGIS en la deteccién es de ~53 kDa, como proteina de referencia

se usd la B-actina, se utilizé un anticuerpo anti B-actina de conejo (1:3000).
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Para visualizar la PGIS se hizo una reaccion de inmunoluminicente en la membrana
PVDF con Luminol (Santa Cruz Biotechnology ®), y se colocé en un cassette de
radiografia, para después exponer la pelicula de deteccion (Amersham Biotechnology ®),
y posteriormente revelarla y fijarla con reactivos de Kodak ®.

Las imagenes en las peliculas se digitalizaron en un escaner Biosens SC 645 BIOTOP ®,
y la intensidad de las bandas se determinaron con el software de analisis de imagenes
multi gauge 3.0 software (Fujifilm); asi se construy6 la grafica que mostré la cantidad

relativa de la PGIS, al relacionar la intensidad de pixeles (PGIS/ 3-actina).
7. RESULTADOS

1. Valores de peso y glucosa de ratas diabéticas y normoglucémicas.

El peso corporal de las ratas se tomo6 antes de la inyeccion de STZ y al inicio de cada
experimento a la primera y cuarta semana de induccion de la diabetes, los promedios del
peso de las ratas control y diabéticas de 1 semana fueron 330 +3gy260+6g,yalas 4
semanas los pesos fueron 387 £+ 4 g y 259 + 7 g respectivamente, el peso corporal del
grupo diabético en ambos casos fue significativamente menor respecto al grupo
normoglucémico, como se muestra en la Tabla 1 también hubo un incremento del peso en
las ratas hormoglucémicas con respecto a el peso inicial en los dos tiempos estudiados.
La concentracion de glucosa se mididé 72 horas después de la induccion, y después de los
tiempos de evolucion de diabetes estudiados, la concentracion se present6 en los rangos
esperados para cada grupo, mayores a 300 mg/dL indicaba que la diabetes experimental
ya estaba establecida, las concentraciones del grupo control a una semana fueron de 137
+ 10 mg/dL y 547 + 10 mg/dL para el grupo diabético, a las cuatro semanas la
concentracion fue de 133 £ 5 mg/dL y 565 + 8 mg/dL respectivamente, obteniendo que la
concentracion de glucosa en los grupos diabéticos estuvieron aumentados
significativamente en comparacion con el grupo normoglucémico como se muestra en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Valores de peso y glucosa de ratas normoglucémicas y diabéticas después de
una y cuatro semanas de evolucion. Los valores se expresan como la media + EE de
ratas (normoglucémico, n= 33), (diabético, n= 32) y (normoglucémico, n= 45), (diabético,
n=43) respectivamente. *p<0.05 entre control y diabético.

GRUPOS PESO PESO (g) después GLUCOSA
INCIAL (g) de lainduccion (mg/dL)

1 SEMANA

Normoglucémico 272+ 4 330+ 3 137+ 10

Diabético 277+ 3 260+ 6 * 547+ 10 *
4 SEMANAS

Normoglucémico 265+ 2 387+ 4 133t 5

Diabético 268+ 1 259+ 7 * 565+ 8 *

2. Peso renal e indice de masa renal

El peso del rifion en la primera semana de evolucién tuvo un valor promedio de 1.15 +
0.02 g para ratas normoglucémicas y de 1.25 + 0.03 g para el grupo diabético. El peso
renal de las ratas diabéticas aumentd significativamente en comparacion con el grupo
normal, sin embargo, a las 4 semanas de evolucién no hubo diferencias Tabla 2. La
relacion del peso renal entre el peso corporal se conoce como indice de masa renal, este
valor se determin6 para ambos grupos, el grupo diabético en los tiempos establecidos de
1 y 4 semanas tuvo un indice de masa renal mayor comparado con el grupo

normoglucémico respectivo Figura 9.

Tabla 2. Peso del rifibn de ratas diabéticas con 1y 4 semanas de evolucion. Los valores
se expresan como las medias + EE de ratas a 1 (hormoglucémico, n= 29), (diabético, n=
30) y 4 semanas (normoglucémico, n= 45), (diabético, n=43) respectivamente. *p<0.05
entre normoglucémico y diabético.

GRUPOS PESO DEL
RINON (g)

1 SEMANA
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Normoglucémico 1.15+0.02¢g

Diabético 1.25+0.03g *
4 SEMANAS
Normoglucémico 1.21 £+ 0.02g

Diabético 1.21 +0.03g

_ 1 SEMANA 4SEMANAs 3 Normoglucemico

D 0.6+

g * *
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Figura 9. indice de masa renal de ratas Wistar diabéticas de 1 y 4 semanas. Los valores se
expresan como la media +EE de ratas (normoglucémico, n= 29), (diabético, n= 30) y
(normoglucémico, n= 45), (diabético, n=43) respectivamente. *p<0.05 entre normoglucémico y
diabético.

Liberacion basal de la PGIl; en el tono vascular renal de ratas diabéticas y
normoglucémicas.

Los rifiones del grupo normoglucémico y diabético de 1 y 4 semanas se perfundieron
durante 30 minutos antes de la estimulacién con fenilefrina en presencia continua del
inhibidor selectivo de la PGIS (2-PCPA 1x10° M). La inhibicién de la PGIS aument6 la
presién de perfusion de ratas normoglucémicas y diabéticas, lo que indica que en el lecho
vascular renal la liberacién basal de la PGI; participa en la regulacién del tono vascular en
ambos grupos de ratas Figura 10. A la primera semana la liberacién basal de PGI; no se
modificé en el grupo diabético; ya que el inhibidor de la PGIS (2-PCPA) provoc6 un
incremento similar en la presion de perfusion en ambos grupos. Sin embargo, a las 4
semanas la liberacion basal de PGI, disminuy6 en la rata diabética; ya que el efecto del 2-

PCPA fue menor comparado con el grupo normoglucémico Figura 11.
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Figura 10. Efecto de la inhibicion de la sintasa de prostaciclina (2-PCPA) en el tono vascular basal
en el rifion perfundido de ratas diabéticas con 1 semana de evolucion. Los valores se expresan
como las medias + EE de 7-8 ratas. *p< 0.05 2-PCPA vs. normoglucémico y diabético. En la parte
superior se muestra un experimento tipico del efecto de la inhibicion de PGIS en la presion de

perfusién basal.
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Figura 11. Efecto de la inhibicién de la sintasa de prostaciclina (2-PCPA) en el tono vascular
basal en el rifién perfundido de ratas diabéticas con 4 semanas de evolucién. Los valores se
expresan como la media + EE de 9 rifiones por grupo. *p< 0.05 2-PCPA vs. normoglucémico y
diabético. En la parte superior se muestra un experimento tipico del efecto de la inhibicion de

PGIS en la presion de perfusion basal.
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Participacion del NO en el tono vascular basal en rifiones aislados de ratas
diabéticas.

Con la finalidad de determinar si el NO es liberado de manera basal en el lecho vascular
renal. Los rifiones del grupo normoglucémico y diabético de 4 semanas se perfundieron
durante 30 minutos con el inhibidor no selectivo de las NOS (L-NAME 1x10°M). Como se
puede ver en la figura 12 la inhibicion de las NOS con el L-NAME provoco un aumento
significativo en la presion de perfusion del grupo normoglucémico y diabético, indicando
gue NO es liberado y participa en la regulacién basal del tono renal en ambos grupos
Figura 12.

Mormoglucémico +L-NAME

.
Diabético+L-NAME
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mm Diabético
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Figura 12. Efecto de la inhibicién de las sintasas de NO (L-NAME) en el tono vascular basal en el
rifion perfundido de ratas diabéticas de 4 semanas de evolucion. Los valores se expresan como la
media £ EE 8-9 ratas por grupo. *p< 0.05 L-NAME vs. normoglucémico y diabético. En la parte
superior se muestra un experimento tipico del efecto de la inhibicion de las NOS en la presion de
perfusion basal.
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Presion de perfusién (mmHg)

Efecto de la inhibicién simultanea de la liberacion basal de la PGl, y NO en el tono
vascular renal de ratas normales y diabéticas.

Los rifiones del grupo control y diabético de 1 y 4 semanas se perfundieron durante 30
minutos con los inhibidores de la PGIS (2-PCPA 1x107°) y de la NOS (L-NAME 1x10°). El
bloqueo de la liberacién basal de prostaciclina y NO incrementé notablemente la presién
de perfusion renal en el grupo control y diabético de 1 y 4 semanas. Sin embargo, no se
encontraron diferencias entre el animal normal y el diabético Figura 13 y Figura 14. Este

efecto fue mayor que cuando se inhibié la sintesis de prostaciclina y NO de manera
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individual, lo que indica que estos autacoides modulan el tono renal por mecanismos

independientes.

Presién de perfusion (mmHg)
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Figura 13. Efecto de la inhibicion de la sintasa de prostaciclina (2-PCPA) y las sintasas de NO (L-
NAME) en el tono vascular basal en el rifion perfundido de ratas diabéticas en 1 semana. Los
valores se expresan como las medias + EE de 6-8 ratas por grupo. *p< 0.05 2-PCPA, L-NAME vs.
normoglucémico y diabético. En la parte superior se muestra un experimento tipico del efecto de la
inhibicién de la PGIS y las NOS en la presién de perfusion basal.
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Figura 14. Efecto de la inhibicidn de la sintasa de prostaciclina (2-PCPA) y sintasa de NO (L-
NAME) en el tono vascular basal en el rifion perfundido de ratas diabéticas con 4 semanas de
evolucion. Los valores se expresan como la media + EE de ratas 9-10. *p< 0.05 2-PCPA, L-
NAME vs. normoglucémico y diabético. En la parte superior se muestra un experimento tipico del
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efecto de la inhibicion de la PGIS y las NOS en la presion de perfusion basal.

Efecto del cloruro de potasio (KCI 80 mM) en rifiones aislados de ratas diabéticas.

Después de 1 hora de estabilizacion, el rindn del grupo control y diabético de 1 y 4
semanas se contrajo con KCI 80 mM, a la primera semana el incremento de la presion de
perfusién en respuesta al KCI fue mayor en el grupo diabético en comparacioén con el
grupo control, mientras que a las 4 semanas de evolucion se observé una disminucion de
la presion de perfusion respecto al grupo control. La contraccién del KCI se debe a la
entrada de Ca?" extracelular, por lo que nuestros datos sugieren que los mecanismos que
regulan la disponibilidad de Ca?" intracelular y el dafio directo en el musculo liso dependen

del tiempo de evolucién de la enfermedad Figural5.

=3 Normoglucémico
150- =3 Diabético

1004

50+

722

Presion de perfusion (mmHg)

1 SEMANA 4 SEMANAS

Figura 15. Efecto del KCI en la presiéon de perfusién en rifidén aislado de ratas de 1 semana
(normoglucémico, n= 10), (diabético, n=11) y 4 semanas (normoglucémico, n= 11), (diabético,
n=13) de evolucion. Los valores se expresan como la media + EE. *p<0.05 entre diabético y
normoglucémico .

Curva concentracion-respuesta a fenilefrina en rifiones perfundidos aislados

La Figura 16 muestra el efecto vasoconstrictor de fenilefrina en rifiones aislados y
perfundidos de una y cuatro semanas de diabetes. La fenilefrina provocd un aumento en
la presion de perfusion de manera dependiente de la concentracién tanto en el grupo
control como diabético de 1 y 4 semanas. En la primera semana, la respuesta al efecto
vasoconstrictor de fenilefrina fue significativamente mayor en el rifibn de las ratas
diabéticas comparado con el grupo control, a las 4 semanas no hubo diferencias en la

respuesta de fenilefrina en ratas diabéticas respecto al control.
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Figura 16. Curva concentracion respuesta a la fenilefrina en rifiones aislados de ratas Wistar en
condiciones normoglucémicas y diabéticas en 1 semana (control, n= 10), (diabético, n=11) y 4
semanas (control, n= 11), (diabético, n=13) de evolucién. Los valores se expresan como la media

+ EE. *p<0.05 entre control y diabético.

Participacion de las ciclooxigenasas en el efecto presor inducido por fenilefrina en

rinones aislados de ratas diabéticas.

Para determinar la participacion de los prostanoides en el efecto presor de la fenilefrina,

los rifiones se perfundieron con el inhibidor no selectivo de la COX’s indometacina (1x10°

M). En rifiones de ratas con 1 semana de evolucion, se observé que la indometacina no

modificd la accién vasopresora inducida por fenilefrina en los grupos normoglucémico y

diabético Figura 17.
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Figura 17. Efecto de la inhibicion de las COX’s sobre la vasoconstriccion inducida por la fenilefrina
en el rifién perfundido aislado de ratas de 1 semana de evolucién, del grupo normoglucémico y
diabético. El control es el mismo que en la Fig. 16. Los valores se expresan como las medias + EE
de 6—7 ratas por grupo.

Participacion de la PGIS en el efecto presor inducido por fenilefrina en rifiones
aislados de ratas diabéticas.

Con la finalidad de determinar la participacion de la prostaciclina en la regulacion del tono
vascular renal en respuesta a la fenilefrina, se evalud el efecto del 2-PCPA (inhibidor
selectivo de la sintasa de prostaciclina), en los riflones del grupo normoglucémico y
diabético de 1 y 4 semanas. Ambos grupos de rifiones se perfundieron en presencia del
inhibidor selectivo de la PGIS (2-PCPA 1x10° M) durante 30 minutos antes y durante la
curva concentracion-respuesta con la fenilefrina.

En la primera semana, el 2-PCPA no modifico la accién vasopresora de fenilefrina en el
grupo normoglucémico, sin embargo, en el grupo diabético disminuy0 significativamente la
presion de perfusion en las concentraciones mas altas de fenilefrina en comparaciéon con
el grupo control Figura 18.

A las 4 semanas, el 2-PCPA también disminuy6 la respuesta vasoconstrictora a la
fenilefrina en el lecho vascular renal de las ratas diabéticas, siendo significativo
comparado con el grupo control, mientras tanto el 2-PCPA no provoco cambios en la
respuesta vaso contractil de fenilefrina en los rifiones del grupo normoglucémico, como
consecuencia el incremento en la presion de perfusion renal en respuesta al agonista
adrenérgico fue menor en la presencia del inhibidor Figura 19. Los rifiones del grupo
diabético fueron mas sensibles a los efectos del 2-PCPA ya que el blogqueo de la

respuesta constrictora fue mas evidente.
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Figura 18. Efecto de la inhibicién de la sintasa de prostaciclina (2-PCPA) sobre la vasoconstriccion
inducida por la fenilefrina en el rifidn perfundido aislado de ratas del grupo normoglucémico y
diabético en 1 semana evolucién. Los valores se expresan como la media + EE de 7-8 ratas por
grupo. *p< 0.05 2-PCPA vs. control.
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Figura 19. Efecto de la inhibicién de la sintasa de prostaciclina (2-PCPA) sobre la vasoconstriccion
inducida por la fenilefrina en el rifion perfundido aislado de ratas del grupo normoglucémico y
diabético en 4 semanas evolucion. Los valores se expresan como la media + EE de 9 ratas por
grupo. *p< 0.05 2-PCPA vs. control.

Participacion de las NOS en el efecto presor inducido por fenilefrina en rifiones
aislados de ratas diabéticas.

Con la finalidad de determinar la participacion de las sintasas de NO en la regulacion del
tono vascular renal provocado por fenilefrina, se evalud el efecto del L-NAME (inhibidor no
selectivo de la sintasas de NO), los rifiones del grupo normoglucémico y diabético de 4
semanas se perfundieron en presencia del inhibidor (L-NAME 1x10° M) durante
30 minutos antes y durante la curva concentracidn-respuesta con fenilefrina. A las 4
semanas de evolucion de diabetes, la inhibicion de las NOS no modifico el efecto

vasoconstrictor de fenilefrina en ambos grupos Figura 20.
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Figura 20. Efecto de la inhibicion de las sintasas de NO (L-NAME) sobre la vasoconstriccion
inducida por la fenilefrina en el rifion perfundido aislado de ratas del grupo normoglucémico y
diabético en 4 semanas evolucién. Los valores se expresan como la media + EE de 8-9 ratas.

Participacion de la PGl y NO en el efecto presor inducido por fenilefrina en rifones
aislados de ratas diabéticas.

Con la finalidad de determinar la participacion del NO en el efecto del 2-PCPA se evalud
el efecto de la 2-PCPA en la presencia de L-NAME un inhibidor de la sintasa de NO. Los
rifones del grupo normoglucémico y diabético de 1 y 4 semanas se perfundieron con los
inhibidores durante 30 minutos antes y durante la curva concentracién-respuesta a la
fenilefrina. En 1 y 4 semanas el L-NAME no modifico el efecto del 2-PCPA sobre la
respuesta vasopresora de fenilefrina en riflones perfundidos de los grupos

normoglucémicos y diabéticos Figura 21 y Figura 22.

Normoglucémico Diabético

150 150
B —8— Control
g —@— 2-PCPA+L-NAME
g 120 120
<
3 920
® 90
£
Q
Py 60
g 60
c
S
2 30 30
a
<

0 T . , 0

5 4 3 2 5 4 3 2

Figura 21. Efecto de la inhibicion de la sintasa de prostaciclina (2-PCPA) y las sintasas de NO (L-
NAME) sobre la vasoconstriccién inducida por la fenilefrina en el rifién perfundido aislado de ratas
del grupo normoglucémico y diabético en 1 semana evolucion. Los valores se expresan como la
media + EE de 6-8 ratas por grupo.
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Figura 22. Efecto de la inhibicion de la sintasa de prostaciclina (2-PCPA) y las sintasas de NO (L-
NAME) sobre la vasoconstriccién inducida por la fenilefrina en el rifién perfundido aislado de ratas
del grupo normoglucémico y diabético en 4 semanas evolucion. Los valores se expresan como la
media + EE de 9-10 ratas por grupo.

11. Expresion de la PGIS en corteza renal

Con la finalidad de determinar la expresion de la PGIS a nivel de proteina, se realiz6 la
inmunodeteccion de la sintasa en corteza renal de todos los grupos evaluados con la
técnica de “Western Blot”. A la primera semana de evoluciéon de la diabetes se observd
aumento en la expresion de la PGIS en las ratas diabéticas en comparacion con el grupo
control, mientras que a las 4 semanas disminuyd dicha expresion respecto a su grupo
control, ademas de manera importante se puede ver en la Figura 23 que la expresion de
la PGIS fue significativamente menor en el grupo diabético de 4 semanas comparado con

el grupo diabético de 1 semana.
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Expresion de la PGIS en corteza renal
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Figura 23. Expresion de la PGIS en corteza renal con 1 y 4 semanas de diabetes. En la figura de
la parte de la izquierda se presenta un experimento tipico de la inmunodeteccién de la PGIS, las
barras representan los valores medios + EE de 4-5 ratas por grupo. *p< 0.05 diabético vs. control

8. DISCUSION

Nuestros resultados muestran que la diabetes se asocia con cambios en la expresion de
la PGIS, lo que parece ser dependiente del tiempo de evolucion de la enfermedad, ya que
durante la primera semana de evolucién de la diabetes se observé una mayor expresion
de la PGIS en la corteza renal, mientras que a las 4 semanas la expresion de esta enzima
disminuyé. Estos cambios sugieren que durante la diabetes se producen alteraciones en
el tono vascular renal que pueden contribuir con la disfuncién renal que se presenta
durante este padecimiento. Los resultados presentados aqui demuestran que la diabetes
con 1 semana de evolucion produjo una mayor respuesta a fenilefrina mientras que a las
4 semanas no hubo cambios, lo que sugiere que la reactividad aumentada en la etapa
inicial de la diabetes esta influenciada por diferentes mecanismos como la movilizacion de
Ca?" 0 mayor acoplamiento de las proteinas contractiles. El 2-PCPA redujo la respuesta
vasoconstrictora de fenilefrina en ratas diabéticas de 1 y 4 semanas, lo que sugiere que el
2-PCPA puede estar actuando directamente sobre la capacidad de respuesta del musculo
liso vascular. La inhibicion de NO con L-NAME en ratas normales y diabéticas de 4
semanas no modificé la respuesta a fenilefrina, lo que sugiere que en lecho vascular renal

el NO no regula la respuesta contractil a la estimulacién a1-adrenérgica, sin embargo,
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este resultado no descarta que en el grupo diabético se presente disfuncion endotelial y
por consiguiente una menor biodisponilidad de NO.

Liberacion basal de PGl y NO en el tono vascular renal previo a la estimulacién
adrenérgica.

El tono vascular renal es regulado por el sistema nervioso autbnomo y vias de
sefializacion locales, controladas principalmente por las células endoteliales y células del
musculo liso. Las células endoteliales tienen la capacidad de generar 6xido nitrico y
prostaciclina en condiciones basales y cuando son estimuladas por sustancias
vasoactivas o por estimulos fisicos (Nava y Llorens et al., 2019). Tanto el NO como la
prostaciclina relajan los vasos sanguineos. La prostaciclina se produce en la pared
vascular y participa en el mantenimiento del tono vascular local (Nava y Llorens et al.,
2019) y el NO derivado de endotelio tiene un papel esencial en la regulacién basal y

dinamica del diametro de los vasos sanguineos (Zhao et al., 2015).

En el presente estudio la inhibicion de la sintasa de prostaciclina con 2-PCPA y la
inhibicion de las NOS con L-NAME incrementé el tono vascular basal de rifiones
perfundidos del grupo control y diabético en los tiempos de evolucién estudiados (1 y 4
semanas), lo que sugiere que PGl y NO se liberan de manera basal en la
microvasculatura regulando el lecho vascular renal previo a una estimulacion por algun
agente vasoconstrictor. Lo que concuerda con Ruiz Leyja et al., 2013 quienes reportaron
la liberacion basal de PGl; en rifidn perfundido de ratas hipertensas (SHR) y normotensas
(WKY), ademas Kim, 2008 inform6 que PGI; se sintetiza abundantemente en el rifidén y
gue junto con PGE; son las PGs mas importantes en la regulacién del tono vascular renal.
En otro estudio, Qi et al., (2006) evalu6 en médula y corteza de rifidbn de ratén la
produccion basal de prostanoides, siendo la PGI, la mas abundante después de PGE..

De manera similar el NO liberado basalmente tiene una accion vasodilatadora constante
gue determina el flujo sanguineo a los tejidos (Amezcua et al., 1989). Aun cuando hay
resultados contradictorios en donde se observa que la adicion de L-NAME no tiene efecto
sobre el tono basal en la arteria mesentérica de rata (Dora et al., 2000). Sin embargo, la
medicién de la formacion de GMPc sugiere que hay un nivel basal bajo de liberacion de
NO (Plane et al., 1998). En conjunto, estos hallazgos sugieren que se produce la

liberacion basal de PGI. y de NO en el lecho renal.
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Las complicaciones vasculares de la diabetes se asocian con un deterioro de la
vasodilatacion dependiente del endotelio, y existe evidencia que indica que la sintesis o la
actividad de la PGl, y del NO se modifican durante esta patologia (Fortes et al., 1983). El
progreso de la diabetes se asocia con una disminucion de los metabolitos vasodilatadores
y un incremento de sustancias vasoconstrictoras (Drenjancevi¢ et al., 2016). El aumento
del tono vascular provocado por la inhibiciébn de la sintasa de PGIl. en ratas con 4
semanas de diabetes fue menor comparado con el grupo control, lo que sugiere que hay
una menor liberacién basal de PGl; en ellas. Lo anterior concuerda con lo reportado por
Peredo et al., (1999) en el lecho vascular mesentérico de ratas con una semana de
diabetes no se modificé la produccién de PGl, y PGE;, pero su sintesis se redujo al 50%
de los valores del grupo control, después de 4 semanas. La relacion PGl,/TXA; se emplea
como indice para evaluar posibles complicaciones vasculares debido a que el cambio en
la funcién vascular favorece la sintesis de metabolitos vasoconstrictores que se asocia a
dafio tisular y renal (Peredo et al., 2006). Por otro lado, la inhibicién simultdnea de la
liberacién basal de la PGIl, y NO con 2-PCPA y L-NAME respectivamente, provocé un
incremento del tono basal que fue ligeramente mayor al provocado por cada inhibidor, lo
gue indica que estos autacoides modulan el tono renal por vias independientes. La
liberacion basal de ambos metabolitos en condiciones fisioldgicas depende de las
enzimas constitutivas, cuya actividad parece estar regulada localmente, por la friccién
causada por la sangre sobre la superficie endotelial. La eNOS constitutiva, localizada solo
en el endotelio vascular, es la enzima que responde a éste estrés, mientras que la
generacién de prostaciclina depende de la actividad de COX-1 y COX-2 (Grabowski et al.,
1985). En condiciones patolégicas como la diabetes ambos mediadores se incrementan
aun mas por estimulos inflamatorios. Asi, en el caso de la prostaciclina la COX-2 es la
enzima involucrada en el proceso inflamatorio crénico de bajo nivel, mientras que el caso
del NO se genera por la INOS gue normalmente no esta presente en la pared del vaso
(Moncada, 2006).

Efecto de la estimulacién con agonistas

Un elemento clave para el control del tono vascular es la sefalizacion dependiente de
Ca? en regiones especializadas que conectan las células endoteliales con las células del
masculo liso. Cuando estas Ultimas se estimulan con agonistas que aumentan el calcio

intracelular, se libera NO y prostaciclina (de Nucci et al., 1998). El calcio es el paso
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comun, que se requiere para la activacion de eNOS vy la sintesis de NO y en la sintesis de
prostaciclina para la activacion de fosfolipasa A2. Cuando las células endoteliales liberan
NO y prostaciclina, las cinéticas de liberacion son diferentes para estas dos hormonas. El
oxido nitrico se libera continuamente cuando las células del musculo liso se activan
(Mitchell et al., 1992; Harrington et al., 2007), y en el caso de prostaciclina la liberacién es
de manera transitoria (Luckhoff et al., 1998; Mitchell et al.,, 1992). Las diferencias
temporales en la liberacion de NO y prostaciclina son el resultado de los requerimientos
especificos de calcio, la activacion de la fosfolipasa A2 requiere de una alta concentracion
de calcio resultante de la liberacion de las reservas intracelulares, que ocurre sélo en los
primeros minutos de la activacion celular (Luckhoff et al., 1998). La eNOS tiene un
requerimiento menor de calcio que la fosfolipasa A2y se activa cuando los niveles de
calcio intracelular estan respaldados por la entrada extracelular del Ca?* (Mitchell et al.,
2008).

Debido a que la contraccion de las células del musculo liso depende de un aumento de
los niveles citoplasmaticos de Ca?", los cambios en la sefializaciéon que modifican las
concentraciones intracelulares de Ca?*, tienen un impacto significativo en la determinacion
del tono vascular y la resistencia periférica; ya que de ambos depende el diametro de las

arterias de resistencia (Brozovich et al., 2016)

Efecto del KCI en riflones aislados de ratas diabéticas

En este estudio los rifiones aislados se contrajeron en un principio mediante la activacion
de canales operados por voltaje con KCI 80 mM con la finalidad de comprobar la
viabilidad de los vasos sanguineos, la respuesta vasoconstrictora al KCl se produce a
través de un mecanismo en el que no esta implicado un receptor, la solucién de cloruro de
potasio permite la entrada de Ca?" extracelular después de que se despolariza la
membrana. En este estudio observamos que el efecto del KCI en ratas diabéticas de 1
semana de evolucion fue mayor mientras que a las 4 semanas de diabetes la contraccion
gue produjo el KCI disminuy6é comparado con el control. Se han demostrado alteraciones
en las vias que participan en la movilizacion de Ca?* en tejidos vasculares de ratas
diabéticas. En consecuencia, cualquier dafio o modificacion en la actividad de los
mecanismos clave involucrados en controlar las concentraciones de Ca?* contribuiria a la
disfuncion vascular al alterar la funcion de las células del musculo liso o de las células

endoteliales (El-Najjar et al., 2017). El KCI puede causar sensibilizacién al Ca?" por un
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proceso que es regulado principalmente por la fosforilacion de la cadena ligera de la
miosina (CLM), mediante la modulacion de la actividad de fosfatasa de la CLM, asi como
también por la actividad de cinasa de CLM, y por eventos que suceden corriente abajo de
la fosforilacion de CLM. Estos estudios concuerdan con los resultados obtenidos en el
grupo diabético de 1 semana ya que; una mayor sensibilidad al Ca?* y la sensibilidad de
las proteinas contractiles al este, podria generar una mayor contracciéon como lo que

observamos en este estudio (Ratz et al., 2005).

También se evalud la contraccion por la estimulacion directa del receptor al-adrenérgico,
usando fenilferina, la estimulacién de los receptores al acoplado a proteina G en el
musculo liso activa la fosfolipasa C que causa la formacién de inositol trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG) a partir de fosfatidilinositol difosfato (PIP2). IP3 puede causar la
liberacion de Ca?* del reticulo sarcoplasmatico (RS) y DAG estimula la actividad PKC. Se
sabe que fenilefrina también promueve la entrada de Ca?* extracelular en las células del
musculo liso vascular por dos canales principales de Ca?", el canal de calcio operado por

voltaje (VOCC) y el canal de calcio operado por receptor (ROCC) (Leung et al., 2007)

Reactividad vascular en el tono vascular renal de ratas diabéticas

La diabetes mellitus influye en la reactividad vascular a varios agonistas contractiles, al
alterar directamente la contractilidad del musculo liso (Brozovich et al., 2016). En nuestros
resultados el efecto vasoconstrictor de fenilferina incrementé en los animales diabéticos
de 1 semana de evolucion, mientras que a las 4 semanas la respuesta a fenilferina no se
modificd; lo que sugiere que en la primera semana hay una mayor reactividad vascular a
fenilefrina. La diabetes aumenta las respuestas contractiles a la noradrenalina y fenilefrina
de arterias grandes aisladas, como la aorta y la arteria mesentérica superior.
Aunque, también hay resultados contradictorios de una reactividad disminuida o sin
cambios a los agonistas a adrenérgicos en arterias aisladas incluidas las arterias
mesentéricas y en el lecho mesenterio perfundido (Oztiirk et al., 1996 ; Cooper et al.,
2001). La duracion de la diabetes influye en la respuesta a los agonistas del receptor al
adrenérgico, la diabetes modifica la funcién de las vias del éxido nitrico y ciclooxigenasa
importantes reguladores del tono vascular, al aumentar la producciéon de ROS, los que
inactivan factores relajantes derivados del endotelio como el NO y la prostaciclina.
Ademas de una mayor liberacion de factores contractilies como los metabolitos

vasoactivos del acido araquidonico, la PGH2 y el TXA; y las ROS inducidas por la diabetes

37


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1574198/#bib30
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1574198/#bib9
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1574198/#bib9

perjudican la funcién vasodilatadora. Estas anormalidades pueden contribuir a una mayor
capacidad de respuesta a los agonistas vasoconstrictores en lechos vasculares de
animales diabéticos. Por otra parte, el aumento del tono arterial en la diabetes puede ser
ocasionado por una respuesta anormal del musculo liso, asi como por la disfuncion
endotelial. El tiempo de exposicion a la diabetes influye en la reactividad vascular a los
agonistas, debido a que en nuestros resultados la reactividad increment6 en la primera
semana, pero no se observaron cambios a las 4 semanas de diabetes. Se han
propuesto otros mecanismos para el aumento de la reactividad a los agonistas de los
receptores adrenérgicos aen las arterias diabéticas; por ejemplo, mayor afluencia
de Ca ?* (Abebe et al .,1994 ; Tam et al.,1997 ), mayor actividad de las proteinas G y
fosfolipasa C- B (Weber y Macleod, 1997) o mayor sensibilidad al Ca 2" a la proteina
contractil (Chow et al., 2001).

La mayor respuesta a fenilefrina depende en gran medida del Ca?" extracelular y es
posible que en ratas diabéticas el aumento de la respuesta al Ca?' extracelular en
presencia de fenilefrina pueda ser el resultado de un aumento en la eficacia del
acoplamiento de los receptores adrenérgicos a con su sistema de transduccion de
sefiales, que se sabe que influye en la movilizacion del Ca?" extracelular o en la
sensibilidad de los elementos contractiles a Ca?*, ademas el aumento de la activacion de
PKC que modula la concentraciéon de Ca?'intracelular que se libera del reticulo

sarcoplasmico o que entra por los canales de Ca?* (Xavier et al., 2003).

Efecto de la indometacina sobre la contraccion inducida por fenilefrina en rifiones
aislados de ratas diabéticas.
Los prostanoides derivados de COX son reguladores del tono vascular renal,
dependiendo del efecto vasodilatador o vasoconstrictor pueden modificar las
concentraciones de Ca?* en el musculo liso vascular. La inhibicion de COX no produjo un
cambio en la respuesta vasoconstrictora a fenilefrina en rifiones del grupo control y
diabético de 1 semana de evolucion, sugiriendo que las COX no participa en la respuesta
contractil inducido por fenilefrina.
Estos resultados son consistentes con lo reportado por Nacci et al., (2009) quienes
utilizaron el inhibidor no selectivo de COX la indometacina en lecho vascular mesentérico
de ratones de 1 semana de diabéticos en la respuesta vasodilatadora a acetilcolina (Ach),
aunque el efecto de la inhibicién de las COX fue ligeramente mayor en ratones diabéticos
en comparacion con ratones control, esta diferencia no fue significativa.
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La indometacina es un inhibidor no selectivo de las dos isoformas de COX con una mayor
actividad inhibitoria hacia la COX-1 que la COX-2 (Kato et al., 2001). EIl bloqueo de
ambas isoformas produce la inhibicion de sus prostanoides vasoconstrictores como
vasodilatadores, por lo que la inhibicion no selectiva de ambas isoformas puede
enmascarar las contribuciones opuestas individuales de los mediadores vasculares (Nacci
et al., 2009).

Efecto de la tranilcipromina (2-PCPA) en el tono vascular renal en ratas con
diabetes.
Es importante destacar que, en la regulacién del tono vascular, el papel principal de los
prostanoides y en particular de PGl es modular la respuesta de otros agonistas
vasoactivos (angiotensina Il, norepinefrina entre otros), actuando como contra reguladores
de los efectos contractiles. Los resultados presentados en este estudio demostraron que
el inhibidor de la PGIS el 2-PCPA disminuy0 la respuesta contractil a la fenilefrina en
rifiones de ratas con 1 y 4 semanas de diabetes, los rifiones diabéticos fueron mas
sensibles a los efectos del 2-PCPA ya que la disminucién del efecto vasoconstrictor de
fenilefrina fue mas evidente. El efecto del 2-PCPA fue inesperado ya que PGl; es una
prostaglandina vasodilatadora cuya actividad se opone al efecto de los agentes
vasoconstrictores, por lo tanto, al inhibir la sintesis de prostaciclina se esperaba una
mayor respuesta vasocontractil de fenilefrina. Ribback et al., (2012) reportaron la accién
farmacoldgica del 2-PCPA en anillos de aorta de ratas con y sin endotelio sobre la
contraccién provocada por fenilefrina; ellos reportaron que el 2-PCPA relajé las aortas sin
endotelio este efecto lo asociaron con la actividad hipotensora que es un efecto
secundario frecuente del tratamiento antidepresivo a pesar de la administracién de
farmacos simpaticomiméticos.
Los resultados obtenidos en el presente estudio son consistentes con informes anteriores
en los que se ha informado que la tranilcipromina puede aumentar o disminuir la
respuesta mediada por el receptor adrenérgico (Grana et al., 1991; Xiang y McNeil, 1992).
Ferrer et al.,, (2004) informaron que en arterias mesentéricas de ratas SHR, la
tranilcipromina redujo la respuesta a la noradrenalina, y este efecto fue mas marcado a
dosis mas altas que a dosis bajas de noradrenalina. Otros investigadores han sugerido
gue cuando la PGIS se inactiva, el exceso de PGH;se desvia hacia otras vias
metabdlicas que conducen a una variedad de productos que en general, son perjudiciales
para la funcién vascular (Gluais et al., 2005). Ademas, la PGIS se encuentra entre los
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blancos mas sensibles del peroxinitrito y se inactiva por concentraciones tan bajas como
50 nM (Zou et al., 2002; Schmidt et al., 2003).

Por otra parte, en la diabetes se produce una alteracion en la produccion de PGl. y se ha
sugerido que en las primeras etapas de la diabetes hay una mayor liberacion de PGl;
mientras que en etapas avanzadas disminuye y la regulacion fisiolégica depende de
metabolitos vasoconstrictores como TXA. (Cheng et al.,, 2002), esto esta directamente
relacionado con la expresion de la PGIS que es el paso clave para la sintesis de PGl,. En
nuestros resultados evaluamos la expresion de la PGIS en corteza renal de ratas
diabéticas y observamos que en la primera semana de evolucion la expresion de la

enzima incrementd, mientras que a las 4 semanas disminuyo.

Efecto del L-NAME sobre la contraccion inducida por fenilefrina en rifiones aislados
de ratas diabéticas.

El dafio vascular que ocasiona la diabetes se debe en parte a que promueve la disfuncion
endotelial, esta condiciébn se caracteriza por una menor biodisponibilidad de NO,
secundaria a un aumento del estrés oxidativo que conduce a una vasoreactividad
anormal. La inhibicion de las sintasas de NO por L-NAME no provocé aumento del efecto
vasocontractil a la fenilefrina en ratas normales y diabéticas de 4 semanas, lo que indica
gue el estimulo contractil no se asocia con la liberacion de NO en el lecho vascular renal
de ratas. Existe evidencia del papel regulador del endotelio sobre las respuestas
vasocontractiles mediadas por agonistas adrenérgicos ai. La liberacion de NO por las
células endoteliales durante la respuesta contractil a los agonistas adrenérgicos o a otros
agentes vasocontrictiles tiene un efecto inhibitorio sobre la vasoconstriccion. Por lo tanto,
la inhibicién de la liberacibn de NO aumenta la respuesta a los agonistas del receptor
adrenérgico ai. Los trabajos de Dora et al., (2000) demostraron que la estimulacién del
receptor adrenérgico a; en el musculo liso de la arteria mesentérica de rata influye en la
liberacion de sustancias vasodilatadoras como el NO, observaron que después de
estimular el tejido con fenilefrina se generd una tensién, pero fue significativamente mayor
cuando inhibieron NO con el L- NAME, lo que sugiere que normalmente la liberacion de
NO contrarresta la contraccion. Asi nuestros resultados indican que existen diferencias
dependientes del lecho vascular en la modulacion del NO de la actividad contractil a la
estimulacion de los receptores adrenérgicos a1.

La disminucién del efecto inhibitorio del L-NAME en ratas diabéticas, se ha asociado con

una menor biodisponibilidad del NO, Nacci et al., (2009) evaluaron la disfuncion endotelial
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en el lecho vascular mesentérico de ratones con 8 semanas de diabetes y reportaron que
ACh no tenia capacidad para provocar vasorelajacion, lo que les indicaba una disfuncién
endotelial severa. En este estudio también evaluaron la expresion de la eNOS vy
observaron que en ratas diabéticas de 8 semanas aumento la expresion, este dato no era
consistente con la disminucion de la vasodilatacion mediada por NO en respuesta a
ACh. Por lo tanto, se concluyd que la diabetes afecta la funcion de la eNOS y hay un
aumento en la producciébn de especies reactivas de oxigeno que incrementan la
eliminacion de NO (Nacci et al., 2009). Los cambios metabdlicos que se presentan en la
diabetes pueden afectar la produccién de NO, el desacoplamiento de eNOS contribuye
considerablemente a la disfuncion endotelial, ya que no sélo reduce la produccion de NO,
sino que también potencia el estrés oxidativo preexistente. La situacion se agrava ain
mas porque la sobreproduccion de anion superoxido por eNOS desacoplado conduce a la
formacion de peroxinitrito, que a su vez agota la tetrahidrobiopterina (BH4), que es un

cofactor esencial para la actividad de eNOS.

Participacion del NO en el efecto del 2-PCPA sobre la contraccion inducida por
fenilefrina en rifiones aislados de ratas diabéticas.

El mantenimiento del tono vascular depende del equilibrio de los mediadores endoteliales
gue influyen de manera integrada en la funcion normal de la vasculatura. Sin embargo, en
la diabetes hay una produccion alterada que modifica el tono normal. En particular, parece
gue cada mediador individual posee la capacidad de interactuar con los componentes de
las rutas de sintesis y activacién para los otros mediadores y, por lo tanto, existe una
comunicacion cruzada que regula la actividad de las diferentes vias que regulan la funcién
vascular. Estas relaciones se han caracterizado mejor en términos de mantenimiento del
tono vascular y ocurren en dos niveles: primero, en la regulacion fisiolégica del diAmetro
del vaso, y segundo, como un mecanismo compensatorio que se activa, cuando la
expresion o actividad de un mediador alternativo es deficiente (Villar et al., 2006). En
nuestros resultados la inhibicibn de PGIS con el 2-PCPA disminuyé el efecto
vasoconstrictor de fenilefrina en rifiones diabéticos, o que nos podria sugerir que ante la
inhibicion de la sintesis de PGl,, él NO actla de manera activa contrarrestando la nula
produccion de PG,y por lo tanto participa manteniendo el tono vascular. Con la finalidad
de determinar la participacion del NO en el efecto del 2-PCPA, se coloc6 la combinacién
de inhibidores, el L-NAME no modifico el efecto del 2-PCPA sobre la respuesta
vasopresora de fenilefrina en rifiones perfundidos de los grupos normoglucémicos y
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diabéticos de 1 y 4 semanas, indicando que el farmaco 2-PCPA involucra otros
mecanismos que no dependen de NO en la disminucién de la contraccion de los
agonistas adrenérgicos a1. Varios informes que demuestran la regulacién positiva de PGI,
en un entorno donde se suprimio la produccion NO. Por ejemplo, Scotland et al., (2005)
describieron que en arteriolas del musculo gracilis de ratones machos bloqueados para
eNOS, la dilatacion dependiente del endotelio se mantiene a pesar de la ausencia de NO
y se demostr6 que esta compensacion dependia de PGl ya que la respuesta fue
atenuada notablemente por el inhibidor de la COX, indometacina.

CONCLUSIONES

1. La liberacion basal de prostaciclina y 6xido nitrico regulan el tono vascular en ratas
diabéticas y normoglucémicas. El tiempo de evolucion de la diabetes se asocia con una

reduccion en la liberacion basal de PGl..

2. En la primera semana de evolucion de la diabetes la reactividad vascular a fenilefrina
aumenta, asi como el efecto vasoconstrictor del KCI, mientras que no se observan

cambios en la respuesta a estos agentes en etapas mas tardias de la enfermedad

3. La inhibicion no selectiva de las COX y de las NOS no altera la reactividad vascular

renal a la fenilefrina en ratas normales y diabéticas en este modelo experimental.

4. El 2-PCPA disminuye la contraccion inducida por fenilefrina en el grupo diabético,

posiblemente por un efecto directo del farmaco sobre el masculo liso.

5. La expresion de la PGIS depende del tiempo de evolucion de diabetes debido a que, en

la primera semana esta incrementada, mientras que a las 4 semanas disminuye.
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