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RESUMEN

El tromboxano Az (TXA2) es un potente vasoconstrictor que contribuye en la regulacion
de la hemodinamia renal. En la diabetes, los niveles de TXA2 se incrementan, lo que se
ha relacionado con el desarrollo de la nefropatia diabética, sin embargo, aun no es clara
la participacion del TXA2 de la enzima tromboxano sintasa (TXAS), que es la que lo
sintetiza y de su receptor (receptor TP) en el dafio renal causado por la diabetes. Por
tanto, se estudio si la diabetes modifica el papel de la TXAS vy la participacion funcional
del receptor TP en la regulacion del tono vascular renal de ratas Wistar, mediante curvas
concentracion-respuesta a los agonistas de los receptores adrenérgicos a4 (fenilefrina) y
del receptor TP (I-Bop) en presencia y ausencia de un inhibidor de la TXAS (Ozagrel),
ademas se cuantificd la TXAS vy el receptor TP a nivel de proteina en cortezas renales
de ratas con 1y 4 semanas de diabetes inducida con estreptozotocina (STZ). Las ratas
con STZ, mostraron incremento de glucosa y masa renal. La fenilefrina provocé
disminucién de la presion de perfusion (P.P.) en riflones con 1 semana de diabetes,
mientras a las 4 semanas se incrementd. La presencia del Ozagrel en ambas edades
disminuyo significativamente la respuesta a fenilefrina. El 1-Bop produjo mayor
vasoconstriccion en rifiones de los grupos diabéticos, mientras que la inhibicion de la
TXAS con Ozagrel redujo casi por completo la respuesta contractil. Por otra parte, la
expresion de la enzima TXAS vy el receptor TP incrementaron en cortezas de los dos
grupos diabéticos. Estos resultados sugieren que durante la evolucion de la diabetes hay
modificacién en la sintesis del TXA2 causado por el incremento de la TXAS a nivel
endotelial, lo que da lugar, al aumento en la cantidad y actividad contractil del receptor
TP, ademas, es posible que la presencia del receptor TP en el endotelio vascular
favorezca la produccién de 6xido nitrico (NO) y prostaciclina (PGl2), no obstante, el
incremento de la sintesis de TXA, parece ser su principal funcion. Por ultimo,
proponemos un fenomeno de amplificacion de la contraccion vascular, como resultado
del incremento en la expresion de la TXAS en musculo liso, el cual podria ser uno de los

mecanismos responsables del desarrollo del dafo renal durante la diabetes.
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ABSTRACT

Thromboxane Az (TXA:z) is a potent vasoconstrictor, contributes to the renal
hemodynamics regulation. TXA:z levels increases during diabetes, which has been related
to the development of diabetic nephropathy, however, the role TXA2, the thromboxane
synthetase (TXAS) and the receptor to thromboxane (TP) in kidney damage is unclear.
We study the effects of diabetes in the TXAS enzyme and the functional participation of
the TP receptor in the regulation of renal vascular tone of Wistar rats. Streptozotocin-
Induced diabetes (STZ) model was used in male Wistar rats, the evolution of diabetes
was allowed for 1 and 4 weeks, then the right kidney was isolated and perfused,
concentration-response curves were constructed to phenylephrine (a1 adrenergic
agonist) and [-Bop (TP agonist), with or without TXAS inhibitor (Ozagrel). In cortex renal
TXAS and TP, quantification was performed by immunodetection. In diabetics rats,
glucose and renal mass index were increased. In kidneys with 1 week of diabetes,
phenylephrine decreased perfusion pressure, while at 4 weeks it increased. The Ozagrel,
in both ages significantly decreased the response to phenylephrine. In kidneys of diabetic
groups, |-Bop produced greater vasoconstriction, while TXAS inhibition with Ozagrel
reduced the contractile response almost completely. TXAS enzyme and TP receptor
expression increased in cortices of both diabetic groups. These results suggest that
during the evolution of diabetes there is modification in the synthesis of TXA2 caused by
the increase in TXAS at the endothelial level, which results in the increase in the amount
and contractile activity of the TP receptor, in addition, it is possible that the presence of
the TP receptor in the vascular endothelium favors the production of nitric oxide (NO) and
prostacyclin (PGl2), however, the increase in the synthesis of TXA2 seems to be its main
function. Finally, we propose a phenomenon of amplification of vascular contraction, as
a result of the increase in the expression of TXAS in smooth muscle, which could be one

of the mechanisms responsible for the development of renal damage during diabetes.
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I INTRODUCCION

I.1. Epidemiologia

La diabetes es una enfermedad cronico-degenerativa que afecta entre 415y 422 millones
de personas adultas (1 de cada 11 individuos) en todo el mundo (IDF, 2015). De acuerdo
con el Atlas de la Diabetes de la Federacion Internacional de Diabetes (IDF, 2015), si
esta tendencia continua, en 2040 unos 642 millones de personas adultas (1de cada 10),

tendran diabetes (tabla 1).

Tabla 1. Estimaciones mundiales sobre la prevalencia de la diabetes para 2015 y 2040.
Modificado del Atlas de la Diabetes de la IDF (2015) p50.

2015 2040

Poblacion mundial total 7,300 millones 9,000 millones

Poblacion adulta (20-79 afios) 4,720 millones 6,160 millones

Poblacion infantil (0-14 afios) 1,920 millones

Diabetes (20-79 afios)

Prevalencia mundial 8.8% (7.2-11.4%) 10.4% (8.5-13.5%)

Numero de personas con diabetes 413 millt:mes 042 mill?nes
(340-536 millones) (521-829 millones)

Numero de muertes por diabetes 5.0 millones

En el ano 2015, la diabetes provocé alrededor de 5 millones de muertes, al incrementar
el riesgo de padecer alguna enfermedad cardiovascular, de las cuales 3.7 millones
ocurren en personas de entre 20 y 70 afios de edad. Cabe sefalar que el porcentaje de
muertes atribuibles a una glucemia elevada o la diabetes en menores de 70 afios de
edad es superior en los paises de ingresos bajos y medianos que en los de ingresos

altos (Mora-Morales, 2014; OMS, 2016).
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En México, alrededor del 9 % de la poblacién de entre 20 y 69 afios padece diabetes
(FMD, 2017), esto significa que en nuestro pais existen mas de 11.5 millones de
personas con diabetes, siendo el sexto pais a nivel mundial con el mayor numero de
personas enfermas (tabla 2) (IDF, 2015).

Tabla 2. Listado de los 10 paises con mayor numero de adultos con diabetes. Modificado del
Atlas de la Diabetes de la IDF (2015) p17.

1 (GRS 109.6 millones

2 i e — 69.2 millones
3 _Ios de América 29.3 millones
4 |Be=sil 14.3 millones
5 JF88Eracion Rusa 12.1 millones
6 JNigkico 11.5 millones
7 fiidonesia 10.0 millones
8 [EBipto 7.8 millones
9 [li8pon 7.2 millones
10 [B&ngladesh 7.1 millones
0 20 40 &0 80 100 120

Desde el afio 2000, en México, la diabetes ocupa el primer lugar de defunciones por afio
(Rojas, 2015), tanto en hombres como en mujeres, las tasas de mortalidad muestran una
tendencia ascendente en ambos sexos con mas de 70 mil muertes y 400,000 casos

nuevos anuales (Secretaria de Salud, 2010).

Los costos econdmicos asociados al tratamiento y sus complicaciones representan una
grave carga para los servicios de salud y para los pacientes (Secretaria de Salud, 2010),
representando un gasto en el 2012 de 3,430 millones de ddlares para su atencion (FMD,

2017).
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I.2. Hiperglucemia y diabetes

La glucosa, es el principal monosacarido que se encuentra en la sangre. Proviene de los
alimentos que se ingieren, y es la principal fuente de energia del cuerpo. Si los valores
basales de glucosa en sangre aumentan, con cifras mayores a 126 mg/dl y se mantienen
en estas condiciones por varios dias, se denomina hiperglucemia (Guyton & Hall, 2006),
estos incrementos de glucosa provocan distintas alteraciones en el organismo, que
pueden ir desde un aumento en el proceso de glicosilacion no enzimatica (GNE), hasta
un incremento del estrés oxidativo (EO) causado por la oxidacion de la glucosa (Triana,
2001); con el paso del tiempo, estas alteraciones se hacen mas severos, y aunado a
factores externos como una alimentacion inadecuada, el sedentarismo o el tabaquismo

se desarrolla la enfermedad conocida como diabetes (Cases, 2002; OMS, 2016).

La diabetes puede presentarse de manera silenciosa, lo que significa, que en ocasiones
no se manifiestan sintomas para hacer un diagndstico, pero con el tiempo puede haber
tendencia a infecciones en la piel, aumento de la sed y el apetito, pérdida de peso e
incremento en la produccion de orina (ADA, 2015; Ministerio de Salud, s.f.), e incluso
generar afecciones mas graves en 6érganos como el rilon, el corazon, el higado o bien

una falla multiorganica (Sanchez & Genta, 2007; Sanban, 2014).

.2.1. Clasificacion de Ila diabetes

La diabetes, generalmente se clasifica en tres tipos: diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y
diabetes gestacional, siendo las dos primeras las mas comunes (OMS, 2016; Secretaria

de Salud, 2016).




Vargas-Reséndiz Dante Rubén, 2019
Tesis de licenciatura

En la diabetes tipo 1, los islotes pancreaticos son atacados por un infiltrado de células
inmunologicas auto-reactivas (insulitis) que se situa alrededor de estos, provocando
un cambio homeostatico tanto en el componente celular inmunolégico como en el
enddcrino, lo que provoca la muerte de las células 3, (figura 1), lo que conlleva a la
deficiencia absoluta de insulina (Manrique et al., 2017), la cual presenta una
sintomatologia que es clasica de la diabetes: poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de
peso y una progresiva cetosis que puede acabar en cetoacidosis, si no se instaura un
tratamiento adecuado con insulina exdgena (Ministerio de Sanidad & Ministerio de

Economia, 2012).

Destruccion de células

DiabEtico ® __ P en el pancreas por

Normal [ B paes
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e ., . ;
e b i
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° .0 o0 it i Mayor concentracion
Glucosa -] 9 - de glucosa en sangre

Figura 1. Alteracion en el transporte de glucosas provocada por la diabetes tipo 1. Modificado
de http://bit.ly/11Yjy0q.

Por otra parte, la diabetes tipo 2, denominada del adulto o no insulinodependiente, es un
trastorno metabdlico que se caracteriza por un defecto en la produccion de la insulina y
una tendencia progresiva a la resistencia de esta hormona (figura 2), debido a diversas

alteraciones como el defecto en la translocacion de la proteina transportadora de glucosa
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4 (GLUT4) o por modificaciones en la actividad del receptor de insulina (RI), los sustratos

del RI (SRI-1y SRI-2) o la cinasa de fosfoinositol trifosfato (Zamora-Valdés et al., 2004).

Normal Diabético
——__ Produccion de ¢ ——— Defecto en
°« 8, o insulina por el o 'S produccion de
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[
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JByee 'l T e 2 . HR aﬂ"g:"ii.-“
/.. o8 ’ e cn° / ua . .n°
Glucosa ®e ,’ @ Transporte de ~ Mayor  concentracion = Disminucién en
b 4 la glucosa al ~ deglucosaensangre @ — ¢ pragporte de

interior de las = glucosa
células ;

Figura 2. Alteracion en el transporte de glucosa provocada por la diabetes tipo 2. Modificado
de http://bit.ly/2qTRKNY.

1.2.2. Modelo de diabetes inducida por estreptozotocina.

La diabetes puede inducirse farmacolégicamente mediante la administracion de
estreptozotocina (STZ), que destruye de manera selectiva las células 3 del pancreas.
Este farmaco obtenido a partir del hongo streptomyces achomogenes, posee una
estructura similar a la glucosa, por lo que el paso al interior de la célula se lleva a cabo

por la proteina transportadora de glucosa 2 (GLUT 2) (Szkudelski, 2001; Lenzen, 2008).

La STZ tiene una porcién metilnitrosourea, lo que le confiere una actividad alquilante que
fragmenta el DNA de las células B del pancreas. En el intento de reparar el DNA, la
enzima DNA-polimerasa se sobreestimula, lo que genera una disminucion en NAD*
celular, y posteriormente unos escases en las reservas de ATP. Finalmente, el

agotamiento de las reservas de energia termina provocando la necrosis celular, y aunque

e
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la estreptozotocina también metila proteinas, la metilacion del DNA es la responsable de
la muerte de las células 3 (Wei et al., 2003). Por otra parte, la formacion de aniones de
superoxido es el resultado de la accién de la STZ sobre las mitocondrias de las células
B, debido a que incrementa la actividad de la xantina oxidasa, lo que indica que la STZ
inhibe el ciclo de Krebs y disminuye sustancialmente el consumo de oxigeno, por lo que
estos efectos contribuyen fuertemente a la deficiencia en la producciéon de ATP

mitocondrial. (Szkudelski, 2001; Lenzen, 2008).

El modelo de diabetes inducida por estreptozotocina permite investigar las causas,
diagnostico y tratamiento de la diabetes, asi como sus complicaciones a nivel celular o
molecular que danan los distintos tejidos y 6rganos del cuerpo; este modelo refleja las
diferentes condiciones fisiopatologicas de la diabetes humana incluyendo las

complicaciones a nivel cardiovascular (Figueroa et al., 2013).

1.2.3. Complicaciones asociadas a la diabetes

Las complicaciones de la diabetes se dividen en varios tipos, de los cuales se enfatizan
las complicaciones vasculares, clasificadas en macrovasculares y microvasculares

(Feriz, 2015).

Las complicaciones macrovasculares principales son la aterosclerosis, proceso

fisiopatoldgico inicial de todas las complicaciones macrovasculares (NHLBI, 2016); la

cardiomiopatia diabética, la cual es un conjunto de alteraciones en la estructura y la

funcién del miocardio que llevan al desarrollo de una falla cardiaca (Feriz, 2015) y los

accidentes cerebrovasculares, que ocurre cuando uno de los vasos sanguineos que
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irrigan la zona cerebral se rompe (accidente cerebrovascular hemorragico) o se obstruye
(accidente cerebrovascular isquémico), evitando que el flujo sanguineo llegue al cerebro

(Giral, 2013).

En las complicaciones microvasculares, la diabetes provoca un deterioro del sistema
vascular que termina siendo la principal causa de morbilidad y mortalidad de los
pacientes que la presentan. Este deterioro vascular engloba la alteracion de los lechos

capilares, causante de las complicaciones microvasculares (Sanchez, 2010).

Las principales alteraciones microvasculares relacionadas con la diabetes son la

retinopatia diabética, que ocurre cuando hay cambios en los vasos sanguineos en la

retina. Estos vasos pueden hincharse y dejar escapar fluidos, o inclusive taparse

completamente. (Janigian, 2013); la neuropatia diabética, que es un grupo heterogéneo

de alteraciones del sistema nervioso periférico que puede expresarse en cualquier
localizacion corporal con alteraciones sensitivas, motoras, autonémicas o mixtas; y la

nefropatia diabética (NFD) (Serviddio, 2008; Sanchez, 2010) la cual es de gran interés

en este trabajo, ya que esta enfermedad constituye una de las complicaciones mas
importantes de la diabetes con repercusiones definidas en la calidad de vida de los

pacientes y en el prondstico global de la enfermedad (Torres & Zacarias, 2002).

I.3. Nefropatia diabética

Esta enfermedad es considerada la complicacidén microvascular mas grave de la

diabetes. De la totalidad de pacientes con diabetes, entre el 40 y 50 % tiene la
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probabilidad de desarrollar NFD, con riesgo de llegar a insuficiencia renal terminal con

necesidad de dialisis y trasplante renal. (Girach et al., 2006; Serna, 2009).

La NFD se manifiesta con alteraciones en la filtracion glomerular y un aumento de la
excrecion urinaria de albumina (microalbuminuria). Lo habitual es que la albuminuria
progrese con una tasa del 2.8 % anual a macroalbuminuria, que puede llegar a alcanzar

el rango nefrético. (Serna et al., 2009; Sanchez, 2010).

1.3.1. Fisiopatologia de la nefropatia diabética

Las primeras alteraciones en los pacientes con NFD, posiblemente son un mecanismo
compensatorio para prevenir la pérdida urinaria de agua y electrolitos, sobrecarga que
generara dafo glomerular (Zerbini et al., 2006; Serna et al. 2009); lo que, disminuye el
area de filtracion glomerular con pérdida progresiva de la funcion renal. Por ultimo, se
observa glomeruloesclerosis y enfermedad renal terminal (Serna et al. 2009). Estos
cambios son secundarios a la hiperglucemia que activa diferentes vias metabdlicas,
hemodinamicas y hormonales que promueven el dafo renal (Raes et al., 2007), entre las
que destaca la via de las ciclooxigenasas (COXs) y las diversas alteraciones en la

produccion de prostanoides (Serna et al. 2009, Cervantes, 2014).

l.4. Ruta metabdlica del acido araquidénico y via de las ciclooxigenasas

El acido araquidonico (AA) es un acido graso poliinsaturado, cuya oxidacion origina
mediadores lipidicos que reciben el nombre de eicosanoides. La produccién de AA puede
ser mediada por la estimulacién de diferentes receptores como los adrenoreceptores y

los receptores a angiotensina Il (AT1), los cuales activan la fosfolipasa Az citosdlica

10
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(PLA2), que es la principal enzima involucrada en la liberacion de AA de las membranas
celulares (figura 3) (Guzman-Hernandez et al., 2015). Posteriormente el AA puede ser

oxidado por dos rutas principales, la via de las 5-lipooxigenasa (LOX) y la via de las

ciclooxigenasa (COX) (Campbell & Halushka, 1996).

. Ligando

Membrana
celular

DAG

Acido

Reticulo
endoplasmico

Figura 3. Liberacion de acido araquidonico mediante la estimulacién de un receptor
acoplado a una proteina G. Ga, GB y Gy= subunidades de la proteina G, GTP= guanosin
trifosfato, GDP= guanosin difosfato, PLCp= fosfolipasa Cf3, PIP2= fosfatidilinosito difosfato,
DAG= diacilglicerol, IP3= inositol trifosfato, Ca?*= calcio intracelular, cPLA2= fosfolipasa C2,
LPI= lisofosfatidilinositol, de donde fue tomado, dar el crédito al autor.

Las COXs o prostaglandinas endoperéxido sintasas, son proteinas de membrana que
catalizan la formacion de diversos prostanoides a partir del AA. En la actualidad se
conocen dos isoformas de la COX, la COX 1y la COX 2; estas isoformas conservan un

60% de homologia en sus aminoacidos, (tomado de Guzman-Hernandez et al., 2015).

La COX 1yla COX 2, son las enzimas limitantes de la ruta oxidativa del AA; a través de

la actividad bis-oxigenasa estas isoenzimas transforman el AA en prostaglandina G2

11
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(PGG2), posteriormente, debido a la actividad de peroxidasa de las COXs, la PGG2 (que
se encuentra de forma inestable) se convierte en la prostaglandina H2 (PGH2), que es el
sustrato de todas las sintasas de prostanoides, las cuales incluyen la prostaciclina
sintasa (PGIS), la prostaglandina D2 sintasa (PGDS), la prostaglandina E> sintasa
(PGES), la prostaglandina F2q sintasa (PGFS) y la tromboxano A sintasa (TXAS)
(Meresman & Olivares, 2012), cada una de estas sintasas produce su respectivo

metabolito de naturaleza lipidica (figura 4).

cooH Acido
m araquidénico
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P DP1, DP2 EP1-4 FP ™

Figura 4. Ruta oxidativa del acido araquidénico. Modificado de Brenner & Rector, 2016. p356.
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1.4.1. Tromboxano sintasa

La TXAS es una proteina de 533 aminoacidos y un grupo prostético hemo que forma
parte de la superfamilia citocromo P450 (figura 5), tiene un peso molecular cercano a los
60 kDa (Wang & Kulmacz, 2002; Brenner & Rector, 2016) y posee una vida media de

aproximadamente 28 h (Wang & Kulmacz, 2002; Nusing & Ullrich, 1992).

Figura 5. (A) Modelo tedrico de la enzima TXAS mostrando las estructuras secundarias (o-
hélices, B-plegadas en color violeta y el grupo hemo en amarillo). (B) Mapa de potencial
electrostatico de TXAS (positivo y negativo en azul y rojo, respectivamente). (C) Estructura
globular del modelo de TXAS resaltando el grupo hemo vinculado a Cys 441 con residuos
circundantes Phe 88, Asn 71 y Arg 439, Tomado de Sathler et al., 2013.

En el humano, el gen que codifica para esta enzima es el gen Thxas1, el cual es de copia
unica y esta ubicado en el cromosoma 7q34-35. La secuencia de este gen esta formada
por 193 kb, y se han identificado 13 exones y cinco intrones grandes (dos de 45 kb, y los
tres restantes de 37, 25 y 17 kb respectivamente) (figura 6), lo que lo convierte en el

mayor gen del citocromo P450 que se haya caracterizado hasta la fecha; el gen Thxas1

e
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se transcribe como un RNAm de 2.1 kb (0.14 kb de region 5 'no traducida, 1.6 kb de
region codificante y 0.4 kb de regién 3' no traducida) y su regulacion se da principalmente

a nivel transcripcional (Wang & Kulmacz, 2002).

1 23 4 5 678 9 10 11,12,13
| 1 | || | | | [ | | | | HﬂM 11 | lI | Hl
| |:\ IRILRLER lllll [ ]Jl L l!| 1 ”ﬂl II UL l.|\ |”
e |« e ol <3| || |« | <> ||
Size of intron (kb): 45 3 35 25 17 ) | l\ 45 9 /‘ \
224 2 2

Figura 6. Organizacion del gen Tbxas? humano. Los exones se muestran como lineas
verticales largas. Los sitios BamHI estan indicados por las lineas verticales grises superiores
y los sitios EcoRI por las lineas verticales grises inferiores. El tamafo de los intrones esta
indicado en la parte inferior. Tomado de Wang & Kulmacz, 2002.
Aunque el RNAm de la TXAS se expresa principalmente en células hematopoyéticas,
incluyendo plaquetas, macrofagos y leucocitos, también se expresa en varios tejidos,
particularmente en pulmon, higado, bazo, préstata, placenta, timo y riion (Wang &

Kulmacz, 2002). En el rifidn, el gen Tbxas1 se localiza en los podocitos y en las células

de la vasculatura renal (Remuzzi et al., 1992; Brenner & Rector, 2016).

La enzima TXAS cataliza dos reacciones distintas a partir de la PGHa:

PGH>
PGH>

12-HTT + MDA (1)
TXA2 (2)

v

v

La primera reaccion es una fragmentacion de PGH: para formar el acido 12-hidroxi-5, 8,
10-heptadecatrienoico (12-HHT) y malondialdehido (MDA), y la segunda es una
isomerizacién sobre la PGH: (figura 7), dando como resultado la produccion de

tromboxano Az (TXA2).
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Ambas reacciones tiene un proceso similar, el cual comienza con la interaccién del grupo
hemo de la TXAS y el oxigeno unido al carbono 9 (C-9) de la PGH. (Paso 1 en la figura
7), posteriormente el grupo hemo férrico experimenta una transicion rédox de Fe (Ill) en
reposo a Fe (V) al romper el enlace entre los oxigenos de la PHG>, generando radicales
libres (Paso 2 de la figura 7), y el ultimo paso antes de la sintesis de los productos finales
es nuevamente la ruptura de un enlace ahora entre el C-10 y el C-11 (Paso 3 en la figura

7) (Wang & Kulmacz, 2002; Hecker & Ullrich, 1989).
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Figura 7. Mecanismo de reaccion propuesto para la TXAS. Tomado de Wang &
Kulmacz, 2002.

1.4.2. Tromboxano A

El TXA2 es un potente mediador de la agregacion plaquetaria, la broncoconstriccion y la
vasoconstriccion, con una vida media muy corta (aproximadamente 30 segundos)
(Kontogiorgis & Hadjipavlou-Litina, 2010). Debido a su naturaleza efimera, funciona

principalmente como un mediador autocrino o paracrino en los tejidos cercanos que

15
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rodean su sitio de produccion (Rodriguez, 1986); en el rifion, fisiologicamente, el TXA2
esta involucrado en la hemodinamia y la hemostasia renal mediante la regulacion de la
contraccion vascular (Cediel et al., 2002; Napoles & Napoles, 2012), ademas, también
puede contribuir de manera importante en el dafo renal, debido a que una marcada
vasoconstriccion reduce el flujo sanguineo, el TXA2 también estimula la contraccion de
las células mesangiales, y por lo tanto puede tener efectos directos en la filtracion
glomerular y la proteinuria que son independientes de sus efectos sobre la vasculatura

renal (Thomas & Coffman, 1998).

Por otro lado, si el TXA2 no se une a su receptor (receptor TP), se hidroliza para dar
paso al TXB2, que es un metabolito mas estable pero bioldégicamente inactivo (Muhoz,

1999).

1.4.3. Receptor de tromboxano Az

El TXA2 lleva a cabo su funcion al unirse con el receptor de tromboxano A2 (TP), el cual
se distribuye de manera prioritaria en las plaquetas (Remuzzi et al., 1992), también
exhibe una amplia distribucion en diferentes 6rganos. En el rifidn se localiza en la corteza
renal, especialmente en glomérulos, arterias y arteriolas, ademas, también se ha
reportado en células de transicionales de la papila renal y en menor cantidad en la

medula renal (Thomas & Coffman, 1998).

El receptor TP es una proteina de 7 dominios transmembranales acoplado a la proteina
Gq, por lo que su estimulacion genera un cambio conformacional en la subunidad a de la

proteina Gq, provocando la liberacion la subunidad a y por ende la activacion de la
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fosfolipasa CB (PLCp). Cuando la PLCP se activa, hidroliza un fosfolipido de membrana
llamado fosfatidilinositol-4, 5-difosfato (PIP2) para generar dos segundos mensajeros,
diacilglicerol (DAG) e inositol-1, 4, 5-trifosfato (IP3). EI DAG activa en forma directa
miembros de la proteina cinasa C (PKC), mientras que el IP3 estimula la liberacion de
calcio (Ca®') desde las reservas del reticulo endoplasmico incrementando la
concentracion citoplasmica (Matadamas-Zarate et al., 2009; Blumenthal & Garrison,
2012). El aumento de Ca?* en el interior de la célula permite la unién de la proteina
calmodulina con cuatro iones de Ca?', formando el complejo Ca?*/calmodulina, que
causa contraccion mediante la estimulacién de la cinasa de cadena ligera de miosina
sensible a Ca?*/calmodulina para producir fosforilacion de la subunidad reguladora de la

miosina, una proteina contractil (figura 8) (Blumenthal & Garrison, 2012).

. Ligando

DAG

Miosina

Reticulo
endoplasmico

Figura 8. Mecanismo de contraccion vascular mediado por el receptor TP. Ga, GB y Gy=
subunidades de la proteina G, GTP= guanosin trifosfato, GDP= guanosin difosfato, PLC[3=
fosfolipasa CB, PIP2= fosfatidilinosito difosfato, DAG= diacilglicerol, IP3= inositol trifosfato,
Ca?'= calcio intracelular, MLCK= Cinasa de la cadena ligera de la miosina, P= grupo fosfato.
Cita
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En el humano existen dos isoformas del receptor a tromboxano (TPa 'y TPB), que surgen
a través de corte y empalme diferencial de ARNm. La transcripcion de las isoformas es
impulsada a través de promotores distintos, o que sugiere que cada una posee por lo

menos una funcién independiente, lo cual aun no esta del todo claro (Smyth, 2010).

2. ANTECEDENTES

El TXA2 es un potente mediador de la vasoconstriccion involucrado en la regulacion de
la hemodinamia y el remodelamiento vascular renal (Cediel et al., 2002; Napoles &
Napoles, 2012). En condiciones patologicas, la sintesis de TXA:2 incrementa
significativamente sobrepasando los niveles fisiologicos, esto provoca un aumento en la
vasoconstriccion, que con el paso del tiempo promueve el desarrollo del dafio renal
(Centeno et al., 2018; Tang et al., 2011), sin embargo, el mecanismo que subyace en

este proceso es aun desconocido.

En nuestro laboratorio (Eroza, 2016) se demostré que durante la evolucion de la diabetes
se modifica la sintesis de prostanoides, reduciendo la produccién de prostaglandinas
vasodilatadoras, y favoreciendo la liberacion de vasoconstrictores como el TXAg,
causando el aumento del tono vascular que contribuye de manera importante a la
desregulacion del flujo renal.Por otra parte, se ha reportado que, en condiciones de
hipoxia, la enzima NADPH oxidasa (NOX) incrementa la expresion de la TXAS (Muzaffar,
2011); sabiendo que la diabetes frecuentemente se relaciona con la hipoxia celular en la
vasculatura (Bento & Pereira, 2011), lo que nos hizo pensar que, durante la diabetes, el

aumento de los niveles de TXAz puede ser el resultado de la sobreexpresion de la TXAS.

e
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Si bien es cierto que, la expresion de TXAS en el riidn en condiciones normales son
bajas con relacion a otras sintasas de prostanoides, el desarrollo de alguna patologia,
puede inducir su sobreexpresion y modificar el panorama general de la enfermedad

(Tsutsumi et al., 1997).

Por otro lado, la hipoxia que se produce durante la hipertensién pulmonar neonatal
provoca el incremento de las concentraciones de calcio (Ca?*) intracelular, como
resultado del aumento de la sensibilidad y reactividad de los receptores TP (Hinton et al.,
2006); en estas circunstancias la union de los receptores TP con el TXA:2 causa una
mayor contraccion en la vasculatura, hecho que puede favorecer los procesos que
determinan el dafio a nivel vascular; en el mismo sentido, la diabetes afecta de manera
directa la condicion general de la vasculatura, por lo que es posible que, en la diabetes
se presente un fendbmeno similar que altere la respuesta contractil a través de los
receptores TP y que ademas la localizacion vascular tanto de TP como de la TXAS se

modifiquen.

El aumento constante de las concentraciones de especies reactivas de oxigeno (EROs),
generadas entre otros mecanismos, por la unioén de los receptores TP con el TXA2, regula
positivamente la expresion de los receptores TP; ademas, las ROS forman una variedad
de isoprostanos que, por su lado, pueden elevar aun mas la biosintesis de receptores
TP (Wilson et al., 2009), esto nos sugiere que, parte del aumento en la respuesta de
contraccion observado a lo largo de la diabetes puede ser ocasionada por el incremento

en la expresion del receptor TP a nivel de proteina.
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Diversos estudios, han reportado la presencia de los receptores TP a nivel endotelial
durante patologias que afectan los tejidos vasculares (Nie et al., 2000; Ashton & Ware,
2004); a diferencia de lo que sucede en las células del musculo liso vascular (CMLV), la
activacion de los receptores TP a nivel endotelial no regula directamente los procesos
de contraccion, sino que, en este caso aumenta la produccién de TXA: (Gluais et al.,
2006), posiblemente a través del incremento de Ca?* intracelular y la sobreexpresion de
la TXAS, por lo que es probable que, durante la diabetes, la localizacion del receptor TP
también se vea favorecida en el endotelio, lo que resultaria en un proceso que promueve

la vasoconstriccion mediante el aumento de sintesis de TXA..

3. JUSTIFICACION
La nefropatia diabética constituye una de las complicaciones mas significativas con
repercusiones en la calidad de vida de los pacientes y en el prondstico global de la
enfermedad, y aunque los avances en el conocimiento de esta enfermedad son cada vez
mas precisos, las rutas bioquimicas que intervienen durante esta complicacién aun no

estan del todo claras.

Muchos estudios reportan alteraciones en la via de las ciclooxigenasas durante el
desarrollo de la diabetes y la nefropatia diabética; dentro de estas alteraciones destaca
la sobreproduccién del tromboxano Az y una aparente desregulacion funcional de su
receptor, por lo que el estudio de la enzima que sintetiza el TXA: (la sintasa de TXA2) y
el receptor TP resulta de gran interés, dado que investigar especificamente las

alteraciones de la via del tromboxano en el riidn de ratas diabéticas, nos dara pauta
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para conocer si una sobre activacion de toda la via puede estar contribuyendo al dafio
renal conforme evoluciona la enfermedad; y asi mismo proponer nuevas y mejores
alternativas farmacologicas para prevenir o tratar la el dafio renal provocado por la

diabetes diabética.

4, HIPOTESIS

Si la cantidad de tromboxano incrementa durante la evolucion de la diabetes, la
respuesta vasocontractil renal a TXAz incrementara como resultado de la sobreexpresion
del receptor TP y de la sintasa de tromboxano, lo que contribuye al desarrollo del dafio

renal.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general:

Evaluar si la evolucion de la diabetes modifica la participacion de la sintasa (TXAS) y del
receptor a tromboxano (TP) en la regulacién del tono vascular renal de ratas durante dos

etapas de la diabetes (1 y 4 semanas)

5.2. Objetivos particulares:

*Evaluar la participacidén de la TXAS en la respuesta vascular a fenilefrina en rifiones de

ratas Wistar diabéticas.
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*Analizar la participacion del receptor TP en la respuesta vascular a I-Bop en rifiones de

ratas Wistar diabéticas.

*Evaluar la participacion de la TXAS en la respuesta vascular a I-Bop en riflones de ratas

Wistar diabéticas.

*Determinar la expresion de la TXAS y el receptor TP a nivel de proteina en la corteza

renal de ratas diabéticas.

6. MATERIALES Y METODOS

6.l. Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, proporcionadas por el Bioterio de la Facultad
de Estudios Superiores lztacala, UNAM. Las ratas se mantuvieron en condiciones
ambientales controladas, libres de patdégenos, a temperatura (20°C + 2°C) y con
humedad relativa de 40-60%, con ciclos de luz-oscuridad 12/12 h, agua y alimento ad
libitum (dieta estandar de purina SA, México). El mantenimiento y los procedimientos
experimentales para el cuidado de ratas se realizaron de acuerdo a la NOM-062-ZO0-
1999, SAGARPA, México; se dividieron en 4 grupos experimentales: 2 grupos controles

y 2 grupos diabéticos.

6.2. Induccién de la diabetes experimental

Previo a la induccién de la diabetes y con el fin de verificar que todas las ratas fueran

normoglucémicas, se midié la glucosa en sangre periférica con un glucometro (Accu-
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Chek® Performa). La induccion de la diabetes se llevé a cabo por la administracion de
una dosis unica de 65mg/kg del farmaco estreptozotocina (STZ) (Sigma-Aldrich®) via
intraperitoneal (I.P.). A los grupos controles se les administré unicamente el vehiculo

(amortiguador de citratos) a un pH de 4.5, a una concentracion de 50mM (Furman, 2015).

Posterior a 72 horas después de la induccidén, se midié la glucosa para comprobar
hiperglucemia en las ratas administradas con STZ. Se permitié la evolucidén de la
diabetes durante 1 y 4 semanas, tiempo en el cual se volvié a medir la glucosa y solo las
ratas que presentaron valores >200 mg/dl se consideraron experimentalmente diabéticas

(Furman, 2015).

6.3. Curvas concentracidon-respuesta a fenilefrina y a I-Bop

Cada una de las ratas se peso y se anestesié con una dosis unica de pentobarbital sodico
(60 mg/kg via |.P.) para hacer la diseccion del rinon derecho. A través de una laparatomia
abdominal; el rindn fue localizado tras una diseccién en planos, interrumpiendo el flujo
sanguineo de la arteria mesentérica superior y de la aorta abdominal por arriba y por
abajo de la convergencia con la arteria mesentérica. Después se introdujo una canula
por la arteria mesentérica hasta llegar a la arteria renal derecha y se realizé una perfusion
in situ con solucion buffer Krebs-Henseleit compuesta por (mM) NaCl, 118; KCL, 4.7,
CaCl2, 2.5; MgS04 1.2; KH2PO4, 1.2; NaHCO3, 25; EDTA, 0.026 y glucosa 6.05, a 37
°C, pH 7.4 y oxigenacion constante (95% 02, 5% CO2) (Nobakht-Haghighi et al., 2018;

Castro-Moreno et al., 2012).

Posteriormente el rindn se aislé y se montd en un sistema tipo Langendorff, donde se

perfundié continuamente con un flujo de 10 ml/min (Uchino, 1991) con solucién Krebs-

e
23



Vargas-Reséndiz Dante Rubén, 2019
Tesis de licenciatura

Henseleit. Se permitid6 que la presién de perfusion (P.P.) se estabilizara por 1 hr, al
término de ese lapso se despolarizoé la membrana agregando solucién de Krebs alto en
potasio 80 mM hasta alcanzar la presion maxima (control de contraccidn maxima,
independiente de receptor), posterior a esto se volvié a estabilizar la P.P. durante 30

min.

Se realizaron curvas concentracion-respuesta a fenilefrina (Cas. 61-76-7, Sigma-
Aldrich®), un agonista a1-adrenérgico, comenzando con una concentracion de 1x10-°M
(10ul) hasta llegar a 1x10-1M en intervalos espaciados por un factor de 10"?, en
presencia y ausencia de Ozagrel (1x10"M) (Sigma-Aldrich®), inhibidor selectivo de la

enzima tromboxano sintasa.

Para cumplir con el segundo objetivo, se realizé el mismo procedimiento, en este caso
se uso el agonista selectivo del receptor TP, I-Bop (Cayman Chemical®), comenzando
con una concentracién de 1x10-M hasta llegar a 1x10*M en presencia y ausencia de

Ozagrel (1x10"M).

Las P.P. se registraron con una unidad de adquisicion de datos (MP100A-CE, Biopac®
systems, inc.) y se analizaron con el software AcqKnowledge 3.9.1(Biopac® systems,
inc.). Al finalizar estos experimentos, a los rifiones se les quito el exceso de solucion de

perfusion y se pesaron para calcular el indice de masa renal.
6.4. Expresion de la enzima tromboxano sintasa y el receptor de tromboxano

Para realizar estos experimentos se utilizé un grupo diabético (n=5) y un grupo control

(n=4) para cada tiempo de evolucion de la diabetes (1 y 4 semanas).
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Los rifiones de estos animales se perfundieron con PBS durante 3 minutos,
posteriormente se cortaron de manera longitudinal y se tomaron ~50 mg de corteza, los
cuales se colocaron en 1ml de solucién RIPA con inhibidor de proteasas (Minicomplete
Roche®). Cada muestra se tritur6 con un homogeneizador Polytron (PT 10-35), se
centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se recolecté y en 10
pl se determind la concentracién de proteinas, por el método modificado de Lowry. El
resto del sobrenadante se separo en alicuotas de 90 ul y se adicionaron 10 ul de buffer
de Laemmli. Después, se realizo la separacién de las proteinas (100 ug) mediante una
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% (80 Volts para concentrar la muestra y 100
Volts para separar), después que las proteinas se separaron, se transfirieron a una
membrana de fluoruro de polivinil dieno (PVDF) (Amersham Biosciences®) por

electrotransferencia (60 min, 15V).

Para la deteccion de la enzima tromboxano sintasa se utiliz6 un anticuerpo policlonal
1:200 (ab39362, abcam®), incubado toda la noche a 4 °C, y como anticuerpo secundario
se utilizé anti-Rabbit HRP 1:2000 (65-6120, Invitrogen®) unido a peroxidasa. Para
determinar la expresién del receptor TP se usdé un anticuerpo monoclonal a una
concentracion 1:500 (ab134959, abcam®), incubado a 4 °C durante toda la noche. Como
proteina de referencia en ambos casos se usé actina, utilizando un anticuerpo anti 3-

actina (1:1000) (D6A8, Santa Cruz).

Para visualizar las bandas con las proteinas de interés, se hizo una reaccion con Luminol
(Santa Cruz Biotechnology®) y se captaron en una pelicula de deteccion (Fuijifilm®, Cat
4741012976), la cual se revelo y fij6 con reactivos Carestream® (REF1900943 y

1838374). Las imagenes en las peliculas se digitalizaron con un fotodocumentador (BIO-

e
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RAD®) y la intensidad de las bandas se determind por analisis de imagenes con el
software Multi-Gauge 3.0 (Fujiflm); por ultimo, se realizé una grafica mostrando la
abundancia relativa de la enzima en corteza renal, al relacionar la intensidad de pixeles

(proteina de interés/B-actina).

7. RESULTADOS

7.1. Cuantificacion de glucosa en sangre

La glucosa en sangre se midié después de 1y 4 semanas de la induccion de la diabetes
experimental; en el grupo control, el promedio de los valores de glucosa en sangre fue
de 96 + 5 mg/dl, tanto en ratas de 1 como de 4 semanas, por otra parte, en los grupos
experimentales el promedio superd los 400 mg/dl de glucosa en ambos tiempos
estudiados, observando una diferencia estadisticamente significativa entre ratas

controles y ratas diabéticas. (figura 9).
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Figura 9. Glucosa en sangre después de 1 y 4 semanas con diabetes. Las graficas muestran
la media * E.E. (n por grupo=10-16), *p<0.05 vs control.
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7.2. Peso corporal

Las ratas fueron elegidas al azar para formar cada grupo y el valor medio del peso de las
ratas al inicio del experimento fue de 277.5 g + 11.5 en los grupos control y 281.9 + 13.2
en los grupos diabéticos; conforme pasaron los tiempos establecidos para el estudio,
dichos pesos se modificaron en todos los grupos. El peso corporal de las ratas control
fue de 336 g + 8 para el grupo de 1 semana y 357 g = 7 para el grupo de 4 semanas; por
otro lado, las ratas diabéticas de 1 semana de evolucion pesaron en promedio 280 g +
6, mientras que las ratas de 4 semanas con diabetes registraron valores de 249 g + 11

(figura 10)
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Diabéticas
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Figura 10. Peso corporal después 1 y 4 semanas con diabetes. Las graficas representan la

media £ E.E. (n por grupo = 10-16), *p<0.05 vs control.

7.3. Peso e indice de masa renal

El peso promedio de los rifiones del grupo diabético después de 1 semana de evolucion

(1.618g = 0.05) presentd una diferencia significativa con respecto su grupo control (1.45g

e
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1 0.04); los rifiones de ratas de 4 semanas con diabetes mostraron la misma tendencia
(1.71g £ 0.04) en relacion con el grupo control (1.24g + 0.03). Con base a los pesos de
cada riiidn se calcul6 el indice de masa renal (IMR), que se describe como la relacién
del peso renal/peso corporal multiplicado por 100. En la figura 11 se muestran los
resultados obtenidos de los grupos control y diabéticos, siendo las ratas diabéticas las

que presentaron un mayor IMR en relacionado con su respectivo grupo control.

0.8 1
mmmm Control
1 Diabéticas

0.6 1
*

Indice de masa renal

Tiempo (semanas)

Figura 11. indice de masa renal después de 1 y 4 semanas con diabetes. Las gréaficas

representan la media £ E.E. (n por grupo = 10-16), *p<0.05 vs control.

7.4. Curvas concentracion-respuesta a fenilefrina en rinones de ratas Wistar

En los experimentos de 6rgano aislado, la administracion de fenilefrina provocé en los
rifiones de todos los grupos experimentales, un incremento en la P.P. dependiente de la
concentracion, hasta alcanzar un efecto maximo. En los rifiones de ratas con 1 semana

de evolucidn, el efecto de la fenilefrina en la contraccion de la vasculatura renal del grupo
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diabético se observa como una ligera disminucion en la P.P. con respecto a su grupo
control, fendmeno observado exclusivamente a altas concentraciones del agonista
fenilefrina (figura 12a; tabla 3). Sin embargo, el efecto de fenilefrina sobre la respuesta
contractil se invierte en los rifiones de ratas de 4 semanas con diabetes, mostrando un

aumento significativo de la presion de perfusion en relacién con su grupo control (figura

12b; tabla 3).
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Figura 12. Presion de perfusion en rifidn inducida por fenilefrina. a) 1 semana de evolucion de
diabetes y b) 4 semanas de evolucion. Los datos representan el valor promedio + E.E. de 4-5
experimentos por grupo, *p<0.05 vs control.

7.5. Efecto de la inhibicion de la enzima tromboxano sintasa en la presién de
perfusién renal inducida por fenilefrina después de 1 semana de evolucién de la

diabetes.

La inhibiciéon de la TXAS con Ozagrel, no generd ningun cambio en la contraccion

vascular inducida por fenilefrina en los rifiones control de las ratas de 1 semana, respecto
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al grupo control (figura 13a; tabla 3). Sin embargo, el bloqueo de la TXAS en los rifilones
del grupo diabético de la misma edad, la respuesta contractil a altas concentraciones de
fenilefrina disminuyé de manera significativa en relacion al grupo diabético en ausencia

del inhibidor (figura 13b; tabla 3).
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Figura 13. Efecto de la inhibicion de la TXAS con Ozagrel en la presion de perfusion inducida
con fenilefrina en rifiones de ratas de 1 semana con diabetes. a) grupo control y b) grupo
diabético. Los datos representan el valor promedio + E.E. de 4-5 experimentos por grupo,
*p<0.05 vs control.

7.6. Efecto de la inhibicion de la enzima tromboxano sintasa en la presién de
perfusién renal inducida por fenilefrina después de 4 semanas de evolucién de

diabetes.

En rifones de ratas control, el Ozagrel no modificé la contraccidén vascular inducida por
fenilefrina (figura 14a; tabla 3); sin embargo, al inhibir la TXAS en el grupo diabético de

4 semanas de evolucion, la respuesta contractil inducida por el agonista adrenérgico
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disminuy6 de manera significativa en comparacion con el grupo diabético sin el inhibidor
(figura14b, tabla 3).
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Figura 14. Efecto de la inhibicién de la TXAS con Ozagrel en la presién de perfusion inducida
con fenilefrina en rifones de ratas de 4 semanas con diabetes. a) grupo control y b) grupo
diabético. Los datos representan el valor promedio + E.E. de 4-5 experimentos por grupo,
*p<0.05 vs control.

Tabla 3. Efecto de fenilefrina en la potencia (ECso) y la eficacia (Emax). Los valores
representan la media + E.E. de 5-6 ratas por grupo. P<0.05 **Diabético vs Diabético +
Ozagrel.

Control Control + Diabético Diabeético +
Ozagrel Ozagrel
1 semana de edad
ECs0 (M) 7.2x10% 5.5x 10* 4.6x10% 2x10°
Emax (mmHg) 109.7 + 3 106.8 £+ 4 98.8+3.9 59 + 1.7
4 semanas de edad
ECs0 (M) 7.9x10% 4 x10* 7.9x 10* 1x103
Emax (mmHg) 100.7 £ 4.8 916 +6.5 1209+44 104.7 +4.1 *

Estos datos nos sugieren que, durante la diabetes, tanto en etapas iniciales (1 semana),

como en etapas avanzadas (4 semanas) existe un incremento mayor actividad de TXA2,
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quiza como resultado de la expresion de la TXAS a nivel de proteina, por lo que
decidimos realizar la cuantificacion relativa por inmunodeteccion de la enzima TXAS,

obteniendo los resultados que se describen a continuacion.

7.7. Expresion a nivel de proteina de la enzima de la tromboxano sintasa

La abundancia relativa de la enzima TXAS en la corteza renal se cuantifico mediante
inmunodeteccion con la técnica de Western Blot (WB); para ello se utilizaron 4 rifiones
por cada grupo y un anticuerpo especifico. El peso molecular de la TXAS detectado por
el anticuerpo fue de 54 kDa. La expresion de la TXAS en rifiones de ratas de 1 semana
con diabetes fue significativamente mayor que su respectivo grupo control (figura 15a'y
15c); mientras que, en rifiones de ratas de 4 semanas, la abundancia relativa de la

enzima es todavia mayor con respecto a los controles (figura 15b y 15c).
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% . corteza renal de ratas diabéticas. 1 (a) y 4 (b)
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Otra posible alteracion en esta via causada por la diabetes, es el incremento de la
respuesta contractil y/o expresion del receptor a tromboxano (TP), por tanto, probamos
el agonista del receptor TP (I-Bop), sobre la vasculatura renal para analizar |la respuesta

de vascular dependiente de este receptor.

7.8. Curvas concentracion-respuesta al agonista del receptor de tromboxano (I-

Bop)

En estos experimentos evaluamos la P.P. renal en respuesta a |-Bop. La estimulacion
del receptor TP con I-Bop provoco un aumento en la respuesta contractil en los rifiones
de los grupos diabéticos respecto a los grupos control (figura 16a y 16b; tabla 4); cabe
destacar que la presion registrada en el grupo diabético de 4 semanas fue mayor que la

del grupo diabético de 1 semana.
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Figura 16. Presion de perfusion inducida por |-Bop en rifidén de ratas. a) 1 semana de
evolucion de diabetes y b) 4 semanas de evolucion. Los datos representan el valor promedio
+ E.E. de 4-5 experimentos por grupo, *p<0.05 vs control.
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De manera interesante, los resultados obtenidos en las curvas de concentracion-
respuesta a I-Bop nos indican un posible incremento en la expresién a nivel de proteina
del receptor TP, por lo que se decididé cuantificar mediante la técnica de WB para
determinar si efectivamente existe una sobreexpresién de este receptor durante

desarrollo de la diabetes.

7.9. Expresion a nivel de proteina del receptor de tromboxano

La expresion del receptor TP en la corteza renal se realizé usando con un anticuerpo
especifico, y fue detectado a los 37 kDa aproximadamente. Los resultados muestran que,
en los rifones de las ratas diabéticas de 1 semana, la expresion del receptor TP aumenta
en comparacion con su grupo control (figura 17ay 17c), y alas 4 semanas, el incremento

de la expresion del receptor TP es mayor a la de las ratas diabéticas de 1 semana (figura

17by 17c).
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De acuerdo a varios estudios como el de Ashton & Ware (2004), es posible que, durante
la diabetes, la localizacién del receptor TP se incremente en el en endotelio vascular,
favoreciendo la liberacion de TXA2, por lo que realizamos curvas de concentracion-
respuesta en rifiones de ratas utilizando el agonista del receptor TP en presencia del

inhibidor selectivo de la TXAS.

7.10. Efecto de la inhibicion de la enzima tromboxano sintasa en la presion de

perfusion renal en respuesta a I-Bop después de 1 semana de evolucion.

La contraccion vascular que se observé en los rifiones de las ratas control de 1 semana
en presencia de Ozagrel, no presentd ninguna diferencia con respecto a la mostrada por
los riflones de las ratas del grupo sin el inhibidor (figura 18a; tabla 4). De modo contrario
a lo observado en los grupos controles, en los grupos diabéticos, el bloqueo de la TXAS
provoco la disminucion de la p.p. en comparacion con los rifnones de las ratas diabéticas

sin Ozagrel (figura 18b; tabla 4).
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Figura 18. Presion de perfusion inducida por I-Bop en rifién de ratas con 1 semana de
evolucion. Las graficas muestran el efecto de la inhibicion de la TXAS con Ozagrel. a)
grupo control y b) grupo diabético. Los datos representan el valor promedio + E.E. de 4-5

experimentos por grupo, *p<0.05 vs control.
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7.11. Efecto de la inhibicion de la enzima tromboxano sintasa en la presion de
perfusion renal en respuesta a I-Bop después de 4 semanas de evolucion.

De manera similar a lo que sucedio en los experimentos con los rifiones de ratas con 1
semana de evolucion, la inhibicién de la TXAS en el grupo control no provocd ningun
cambio en la p.p. (figura 19a; tabla 4). Sin embargo, al perfundir los rifones de las ratas
con 4 semanas de diabetes, el Ozagrel disminuyd casi por completo la respuesta de

contraccion con relacion al grupo diabético sin el inhibidor (figura 19b; tabla 4).
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Figura 19. Efecto de Ozagrel en la presion de perfusion inducida por I-Bop en rifiones de
ratas con 4 semanas de evolucion. a) grupo control y b) grupo diabético. Los datos
representan el valor promedio * E.E. de 4-5 experimentos por grupo, *p<0.05 vs control.

Tabla 4. Efecto de I-Bop en la potencia (ECso) y la eficacia (Emax). LOs valores representan la
media + E.E. de 5-6 ratas por grupo. P<0.05 **Diabético vs Diabético + Ozagrel.

Control Control + Ozagrel Diabético Diabético + Ozagrel
1 semana de edad
ECso 4.3x 108 3.8x 10 3.9x 10 3.6 x 10
Emax 429+ 3 40 + 3.2 58 +3.9 39.7 + 1.3*
4 semanas de edad 3
ECso 4.1x 108 7x10°% 4.8x 108 Valor no calculado &
Emax 43.8 + 3.1 406+ 25 69.3+2.9 17.9 £ 1.4**

&Valor estadisticamente no calculable.
—————
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8. DISCUSION

Diversos estudios han demostrado un incremento en la concentracion de tromboxano
(TXAz2) durante la diabetes (Centeno et al. 2018; Eroza, 2016; Tang et al. 2011), el cual
juega un papel importante en la vasoconstriccidon, en la agregacién plaquetaria y en la
apoptosis de células endoteliales (Muzaffar et al., 2011), si bien, se ha descrito la
modificacidon en la sintesis de este metabolito durante el dafio renal (Okomura et al.,
2003), aun no esta del todo clara la participacién de la tromboxano sintasa (TXAS), por
lo que en este estudio se evalud el efecto de la inhibicién de la TXAS sobre la respuesta
contractil de la vasculatura renal, asi como su expresidn a nivel de proteina en dos etapas
de la diabetes (1 y 4 semanas), por otra parte, se determiné la actividad del receptor a
tromboxano (receptor TP) en la respuesta vasocontractil renal mediada por un agonista
exdgeno, ademas de su abundancia relativa durante la diabetes, ya que en trabajos
anteriores (Zhang et al., 2017; Michel et al., 2007; Angulo et al., 2006), se ha mencionado
un aparente aumento en la sefalizacién del receptor TP, que podria contribuir de manera

crucial al mal funcionamiento y deterioro renal.

La diabetes inducida farmacologicamente, es un modelo que permite el estudio de los
mecanismos moleculares que condicionan la evolucién de esta enfermedad, asi como
sus complicaciones y los 6rganos que afecta de manera irreversible como los rifiones,
que son de los 6rganos con mayor repercusion (King, 2012). Este modelo experimental
presenta las caracteristicas de la diabetes humana, ya que después de los tiempos de
evolucion de la enfermedad, las ratas que fueron inducidas con estreptozotocina

presentaron hiperglucemia persistente (glucosa en sangre > 400 mg/dl) (figura 8), y como
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bien se sabe, cuando la glucemia sobrepasa la capacidad de reabsorcidn de los tubulos
renales condiciona la eliminacion de glucosa por la orina (glucosuria) (NORD, 2018). La
glicosuria exige el aumento de la ingesta de agua y esto determina la poliuria. La pérdida
de agua, por su lado provoca la sed exagerada o polidipsia (Fernandez & Pérez, 2014;
Calagua-Quispe et al., 2012); a su vez, la incapacidad de los tejidos para utilizar la
glucosa como material energético obliga a los organismos a recurrir a otras sustancias,
consumiendo las reservas de protidos y lipidos, aumentando asi el apetito, lo que deriva
en la polifagia. La movilizacion excesiva de las grasas por falta del metabolismo
dependiente de insulina y el catabolismo incrementado de las mismas condujo a los
animales a la pérdida de peso (figura 9), respecto a los grupos controles (King, 2012;
Murillo et al., 2004). Ademas, la diabetes altera el indice de masa renal (figura 10), lo
cual indica, que desde la primera semana esta patologia provoca dafos a nivel renal, ya
que el aumento en el tamafo de los rifiones (renomegalia), es considerado como el

primer estadio de la nefropatia diabética (Serna et al., 2009).

En las curvas concentracion-respuesta, la presion de perfusién (P.P.) basal tanto en los
grupos controles como en los diabéticos de 1y 4 semanas fue similar (95 £+ 5 mmHg en
los grupos control y 97 + 4 mmHg en los grupos diabéticos), lo que nos indica que no
hay alteracion en la liberacion de metabolitos vasomediadores que modifiquen el flujo en
estas condiciones, a diferencia de cuando hay un estimulo contractil, como fue el caso
de la administracion de bolos del agonista fenilefrina, en donde la respuesta de los
rinones de las ratas de una semana con diabetes provocod una menor P.P. con respecto
a su grupo control (figura 11a), esto puede deberse a que en las primeras etapas de la
diabetes se observa un aumento en la produccién de moléculas vasodilatadoras

e
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endoteliales como el éxido nitrico (NO) (Stadler et al., 2003), que contrarrestan el efecto
vasopresor de la fenilefrina; ademas, se ha descrito que la sobreproduccion de NO
regula positivamente la sintesis de la COX-2, a través de las vias de sefalizacion
dependientes de MAP-cinasa (Yang et al., 2006), lo que deriva en un incremento en las
concentraciones de su principal subproducto, la prostaciclina (PGl2), que es un potente
mediador de la vasorelajacion (Batlouni, 2009), lo que indica que ambos mecanismos
probablemente sean una manera de oponerse a la vasoconstriccion que se genera

durante las primeras etapas del deterioro renal.

En contraste a lo que se observo después de una semana con diabetes; a las 4 semanas,
el desarrollo de la diabetes aparentemente modificé la sintesis de moléculas renales
tanto vasodilatadoras como vasoconstrictoras, dado que el efecto de la fenilefrina en la
vasculatura renal aumento (figura 11b); se ha descrito anteriormente que con el paso del
tiempo la diabetes dana el tejido endotelial vascular, lo cual no solo lleva a una deficiencia
en la produccién de NO y PGl sino también promueve la sintesis de agentes
vasoconstrictores como el TXA2 y la prostaglandina H2> (PGH2) (Zou et al., 2002;
Konieczkowski & Skrinska, 2001; Battilana, 1997). Ademas, la hiperglucemia a largo
plazo se asocia con una mayor concentracion de radicales libres como el anion
superoxido, que es quimicamente inerte, pero cuando se combina con el NO a una
velocidad de difusién limitada, se convierte en una especie reactiva de oxigeno (EROs)
conocida como peroxinitrito, (Yao & Brownlee, 2010; Zou, 2007). La formacion de
peroxinitrito, ademas de disminuir la biodisponibilidad de NO (Palm et al., 2005), también

puede inactivar la sintasa de prostaciclina disponible por medio de la nitracién de sus
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residuos de tirosina (Zou et al., 2002), lo que resulta en la incapacidad para contrarrestar

el efecto de los agentes vasoconstrictores.

Con las curvas de concentracion-respuesta a fenilefrina en presencia del inhibidor de la
sintasa de tromboxano (Ozagrel) pudimos demostrar que el TXA2es uno de los factores
que contribuyen en la alteracion de la regulacion vascular durante el desarrollo del dafio
renal, ya que el bloqueo de la TXAS atenud la vasoconstriccion producida por los bolos
de fenilefrina en los rifiones de las ratas diabéticas de 1 semana (figura 12b). Cabe
mencionar que a concentraciones bajas de fenilefrina la respuesta de contraccion fue
mayor en comparacion al grupo sin inhibidor, aunque este efecto no es significativo, esto
podria ser causado por la unién de la PGH2 con el receptor TP para compensar la falta
de TXAg, sin embargo, al haber una vasoconstriccion mayor que sobrepasa la respuesta
fisiologica, la produccién principalmente de PGl se favorece, que junto a la liberacion de
NO produce una relajacion vascular que contrarresta este efecto presor (De la Cruz et
al., 2000), y aunque este fendmeno solo se ha reportado en células endoteliales
retinianas y células vasculares humanas (De la Cruz et al., 2000; Patrono 1990), cabe la
posibilidad de que en células de la vasculatura renal esté sucediendo este mismo

fendmeno.

A las 4 semanas, la inhibicion de la TXAS atenud la respuesta contractil a fenilefrina de
manera significativa, no obstante, el efecto causado por el inhibidor es menor respecto
al observado a 1 semana; aunque la inhibicién de la TXAS promueve la liberacion de NO
y PGl2, es posible que la produccion de moléculas relajantes descienda como

consecuencia del dafo endotelial (Zou et al., 2002; Konieczkowski & Skrinska, 2001), o
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bien, por el incremento de EROS y el aumento constante de metabolitos constrictores
independientes de la TXAS como la angiotensina Il y los isoprostanos (Chamorro, 2009;
Abuissa et al., 2005; Singh et al., 2003). Sin embargo, tampoco descartamos la posible
participacion de otros metabolitos, ya que se ha descrito al menos en plaquetas, que la
inhibicion de la TAXS con analogos imidazol, como es el caso del Ozagrel, aumentan la
formacion de PGG2 y por consecuencia, se eleva la concentracion de PGHoy, la cual se
une y activa los receptores TP; de igual manera se incrementa la sintesis de PGEo,
PGF2q y PGD2, que por su cuenta favorecen la constriccién vascular al unirse con sus

respectivos receptores (Patrono, 1990; Quilley et al. 1989).

Por otro lado, comprobamos que la diabetes, al igual que otras patologias (Endoh et al.,
1997; Tsusumi et al.,1997) provoca la sobreexpresion renal de la enzima TXAS desde
etapas tempranas (figura 14); si bien, el gen TBXAS1 que codifica para esta sintasa en
condiciones normales es poco expresado en riidn a diferencia de pulmdn, higado y utero
donde es muy abundante, cuando se presenta alguna nefropatia se produce una
sobreexpresion de la TXAS (Tsusumi et al.,1997), hecho que podria explicar el aumento
en la concentracion de TXAy, lo cual probablemente sea un mecanismo para compensar
trastornos sistémicos como la propia polidipsia y el decaimiento de la tasa de filtracion
glomerular causada por la diabetes (Almaguer et al. 2012; Fioretto & Mauer, 2007), no
obstante, este incremento no solo participa en la regulacion de la hemodinamia renal,
sino que a su vez produce dafio vascular a nivel endotelial, lo que deriva en la
incapacidad para regular el flujo renal, siendo asi un mecanismo autoperpetuante

(Muzaffar et al., 2011).
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La activacién de los receptores TP y su sefalizacion son factores determinantes que
contribuyen a la compleja regulacion de la contraccidén vascular (Félétou et al. 2010) y
para analizar su participacion en la contraccion vascular renal durante la diabetes se
plantearon protocolos de experimentacion con el agonista selectivo I1-Bop. Se realizaron
curvas concentracion-respuesta a |-Bop en rifiones aislados y perfundidos, en donde
pudimos observar una respuesta de contraccién mayor en rifiones de las ratas diabéticas
de 1 semana (figura 16a); a pesar de que al inicio de la diabetes las concentraciones de
NO y PGlz incrementan (Stadler et al., 2003), la activacion del receptor TP produjo un
aumento en la P.P., lo que sugiere que, ademas de la TXA2 derivado de la TXAS el
receptor TP también modifica su participacion en la regulacion del tono vascular durante
la evolucion de la diabetes. Por otro lado, a las 4 semanas, la constriccién vascular
causada por |-Bop se eleva aun mas que en la primera semana de estudio (figura 16b),
esto indica que, ademas de la incapacidad del endotelio para producir sustancias
vasodilatadoras en etapas avanzadas de esta enfermedad (Zou et al., 2002;
Konieczkowski & Skrinska, 2001), el aumento de la vasoconstriccion renal puede ser
provocada por un fendmeno de hiperactividad por parte de los receptores TP. El aumento
en la actividad del receptor TP, en parte, puede ser provocada por una mayor afinidad
por el TXA2, o bien, por un incremento en la cantidad de receptores en las células del
tejido vascular, por lo que, en este caso, se analizé la expresion del receptor a nivel de

proteina mediante inmunodeteccion.

En los estudios de inmunodeteccidn, efectivamente se observé un incremento en la
expresion del receptor TP a nivel de proteina desde la primera semana con diabetes

(figura 17). Es probable que la sobreexpresion del receptor TP en células de musculo
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liso vascular (CMLV) facilite su unién con el TXAz (Chamorro, 2009), proceso que
explicaria parte del aumento en la respuesta de contraccién. Por otra parte, hay reportes
que indican la presencia del receptor TP a nivel endotelial y que durante alguna patologia
vascular se favorece su expresion (Pfister, 2008; Ashton & Ware, 2004). La presencia
del receptor TP en el endotelio, puede incrementar las concentraciones de Ca?
intracelular (Matadamas-Zarate et al., 2009; Blumenthal & Garrison, 2012); este proceso
podria favorecer dos vias distintas: a) la formacién del complejo calcio-calmodulina
(Ca?*+CaM) (Borbiev et al., 2001) o b) la activacién de la PLA, (Leslie, 2004). La
formacion del complejo Ca?*+CaM a nivel endotelial activa la sintasa de NO endotelial
(eNOS) para producir NO (Trovati & Anfossi, 1998); el cual puede difundirse a las CMLV
(Herrera et al., 2019) o interactuar con aniones de oxigeno (O27) y formar peroxinitrito
(Yao & Brownlee, 2010; Zou, 2007), hecho que regula positivamente la COX 2 y provoca
la sintesis de PGI. (Landino et al., 1996), culminando en un proceso de vasodilatacion
(figura 20). Por otro lado, la activacion de la PLA2 promueve la liberacion de acido
araquidonico (AA) de la membraba celular (Guzman-Hernandez et al., 2015), hecho que,
en condiciones fisiopatoldégicas puede favorecer la produccion TXA> endotelial
promoviendo la constriccion vascular (figura 20); si bien, el receptor TP ubicado en las
células del endotelio podrian estimular la sintesis de moléculas con funciones
vasodilatadoras, con el desarrollo de la diabetes y el dafio endotelial, la liberacion de NO
y PGl2 no es completamente efectiva, porlo que la liberacion de TXA2, podria ser el papel
mas importante de los receptores TP endoteliales (Tang et al., 2009; Camilleti et al.,
2000). Para poder analizar lo anterior, se realizaron curvas-concentracion respuesta a I-

Bop en presencia en presencia del inhibidor de la TXAS.
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La administracion de Ozagrel provoco la disminucion de la respuesta de contraccion en
los rifiones de las ratas con 1 semana de diabetes estimulados con |-Bop, sugiriendo
que, durante esta patologia, la sintesis de TXAz se favorece por la propia activacién de
los receptores TP (figura 21). Por otro lado, la respuesta del receptor TP se abatio casi
por completo en los rifiones de las ratas diabéticas de 4 semanas; como ya se ha
demostrado anteriormente (De la Cruz et al., 2000; Patrono 1990), la inhibicion de la
TXAS mejora la vasodilatacion al promover la sintesis de PGIl> y ON, sin embargo, es
posible que con el dafio endotelial este mecanismo no sea suficiente para contrarrestar
el efecto de I-Bop, por lo que es probable que durante la diabetes se produzca un
fendmeno de amplificacion de la contraccion causado por la sobreexpresion de la TXAS
en las CMLYV, el cual se previene con la inhibicidn de la TXAS (figura 21) (Muzaffar et al.,
2004); esta amplificacion de la contraccion puede comenzar con la activacion del
receptor TP de las CMLV causando el incremento de las concentraciones de Ca?*
intracelular, activando asi la PLA2 (Guzman-Hernandez et al., 2015); el aumento en la
liberacién de AA junto a la sobreexpresion de la TXAS favorece la produccion de TXA2
en las CMLYV (figura 21) (Muzaffar et al., 2004), que a su vez, se unira a otro receptor TP
comenzando el ciclo de nuevo, por lo que este fendmeno de amplificacion podria ser uno

de los mecanismo mas importantes en el proceso de dafio renal causado por la diabetes.
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9. CONCLUSIONES

Con esta investigacion concluimos que, el aumento de la concentracion de TXA:z renal
observado en la diabetes, puede ser provocado tanto por la sobreexpresiéon TXAS como
por la estimulacion de los receptores TP en las células del endotelio vascular. Por otra
parte, la respuesta vascular dependiente de los receptores TP aumenta durante esta
enfermedad, aparentemente como resultado de una mayor cantidad de receptores TP
en las CMLV. Ademas, nuestros datos sugieren fuertemente un mecanismo que
promueve la sintesis de TXAz2 en las CMLV, fendmeno que puede estar contribuyendo

en el dano renal causado por la diabetes.

10. PROPUESTAS

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, proponemos tres mecanismos
dependientes de la via del TXA2 que podrian estar participando en el desarrollo del dafio

renal causado por la diabetes:

1. La sintesis de moléculas vasodilatadoras como el NO y la PGIl> mediada por los
receptores TP expresados en el endotelio, a través de la activacion del complejo

Ca%*+ CaM.

2. Laliberacién de TXAz por parte de los receptores TP endoteliales.

3. Un mecanismo de amplificacion de la contraccion vascular como resultado de la

sobreexpresion de la TXAS en las CMLV.
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11. PERSPECTIVAS

Este trabajo sugiere examinar con mayor detalle la liberacion de los prostanoides
derivados de las ciclooxigenasas (COX) en respuesta a la estimulacién de [-Bop en el
modelo de riidn aislado, tanto en presencia como en ausencia del inhibidor de la sintasa
de tromboxano (TXAS), y determinar su participacion en el tejido renal durante la

diabetes.

Es importante estudiar de forma mas acertada la localizacién celular tanto de la TXAS
como del receptor TP en la vasculatura renal, y determinar las alteraciones

hemodinamicas que provocan durante la diabetes.

Es posible que el receptor TP pueda favorecer la liberacibn de sustancias
vasorreguladoras como el NO, la PGlz, y el TXA: al expresarse en células del endotelio
vascular, por lo que es importante estudiar de manera mas profunda el papel de los

receptores TP endoteliales a lo largo de la diabetes.

Por ultimo, sugerimos continuar analizando la participacion de la TXAS en las CMLYV,
puesto que aparentemente son parte esencial de un fendmeno de amplificacién de la
contraccion vascular, hecho que podria ser uno de los mecanismos mas importantes del

dafo renal ocasionado por la diabetes.
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