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Resumen

El tromboxano A2 (TXA2) es un potente vasoconstrictor que regula el tono vascular. Durante la diabetes se incrementa
la sintesis de TXA2 sistémico, sin embargo, el papel exacto de esta via a nivel renal aiin es desconocido. En este trabajo
se analizd la participacidn de la sintasa tromboxano (TXAS) y el receptor a TXA2 (TP) en el dafio vascular renal durante
la diabetes. Se utilizé el modelo de diabetes inducido con estreptozotocina (STZ) (65 mg/kg) con evolucién de 1y 4
semanas. Al final de cada etapa, las ratas se colocaron en cajas metabdlicas para recolectar orina de 24 h. Con los
animales anestesiados, se extrajo la sangre, y mediante cirugia, se perfundieron y aislaron los rifiones derechos para
montarlos en un equipo tipo Langendorff donde se estimularon con I-BOP 10 uM (agonista de TP) en ausencia y
presencia de Ozagrel 0.1 uM (inhibidor de TXAS), en este punto se recolectaron los perfusados renales. Los resultados
mostraron en ratas diabéticas, incremento de masa renal desde la primera semana; a las 4 semanas se presenta
proteinuria y mayor presidén de perfusion dependiente de TP, la cual fue disminuida al inhibir la TXAS; la sintesis de
TXA2 disminuyd en rifiones diabéticos, incrementd por estimulacion de TP y disminuyd con inhibicion de TXAS. En
conclusion, la diabetes no solo aumenta la respuesta contractil ejercida por TP, sino que su activacién induce la sintesis
de mas TXA2 que favorece la vasoconstriccion, fendmeno que se evita con la inhibicidn de la TXAS.
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Introduccion

El TXA2 es un potente mediador de la contraccion vascular que regula la hemodinamia y el remodelamiento vascular
en el rifidn (Napoles Méndez & Napoles Garcia, 2012). Algunos investigadores, asi como nuestro grupo de trabajo, han
demostrado que la evolucion de la diabetes modifica el equilibrio en la sintesis de prostanoides, favoreciendo la
producciéon de TXA2 (Li et al., 2018). En el rifidn, este proceso incrementa el tono vascular y ocasiona alteraciones en la
sefializacion que comprometen su funcion (Okomura et al., 1999).

Los mecanismos involucrados en el incremento de la respuesta dependiente del TXA2 durante la diabetes no son del
todo claros, sin embargo, se han relacionado con la sobreexpresidon de la enzima TXAS (Bento & Pereira, 2011) o un
aumento de la sensibilidad y reactividad de TP (Hinton et al., 2006). Con estos antecedentes, se planted el objetivo de
analizar la presidn de perfusidn renal inducida por estimulacidn de TP y la participacidon de la TXAS en la produccion de
TXA2 renal en un modelo de diabetes experimental.
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Materiales y métodos

Se utilizaron ratas Wistar machos de 250 a 300 g de peso, la induccidn de la diabetes se hizo por administracién de una
dosis Unica de STZ (Sigma-Aldrich®) de 65 mg/kg via intraperitoneal (I.P.), los grupos controles recibieron el vehiculo
(amortiguador de citratos con pH de 4.5, 50 mM). Se permitio la libre evolucién de la diabetes durante 1 y 4 semanas
(desarrollo agudo y crénico), y sélo se incluyeron en el experimento a las ratas con valores de glucosa >200 mg/dl. Al
finalizar los tiempos de evolucidn, las ratas se colocaron en cajas metabdlicas para recolectar la orina de 24 h y evaluar
el contenido de proteinas. Para determinar la concentraciéon de creatinina plasmatica como marcador de dafio renal,
los animales se anestesiaron con pentobarbital sddico (60 mg/kg, I.P.) y se extrajo la sangre por puncion de la aorta
abdominal utilizando heparina como anticoagulante (500 pL/mL, Sigma-Aldrich®).

Mediante una laparotomia en planos, se perfundieron los rifiones derechos, se extrajeron y se montaron en un sistema
tipo Langendorff, donde se midid la presion de perfusion bajo un flujo constante de 10 mL/min (Uchino, 1991) con
solucién amortiguadora Krebs-Henseleit (Castro-Moreno et al., 2012) y se analizé la respuesta contractil dependiente

del receptor TP con I-Bop (10u#M, Cayman Chemical®) en ausencia y presencia de Ozagrel, un inhibidor selectivo de la

TXAS (0.1uM , Sigma-Aldrich®), reflejada como presion de perfusidn renal. Previo y durante de la estimulacién con I-
Bop se recolectd el perfusado renal para la cuantificacién de la concentracién de TXB2 (metabolito estable de TXA2)
con un kit de inmunoensayo (Cayman Chemical®). Finalmente, se retird el exceso de liquido de los rifiones y se pesaron
para determinar la relacion de masa renal/masa corporal.
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Figura 1. Mediciones de peso corporal y glucosa en sangre en ratas diabéticas. Peso corporal de ratas de a) 1 semana y b) 4 semanas post-induccion.
Concentracion de glucosa en sangre en ratas de c) 1 semana y d) 4 semanas post-induccion. Los datos representan el promedio + error estdndar de 6
a 8 animales por grupo. *p<0.05 vs pardmetro inicial.

Fuente: Elaboracion propia.
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Resultados y discusion

Al finalizar los tiempos de estudio, las ratas diabéticas presentaron hiperglucemia persistente (> 500 mg/dl) (Figura 1 a
y b), nula ganancia de peso corporal (Figura 1 c y d), incremento de la masa renal y presencia de proteinas en orina
(Figura 2 ay c), lo que muestra el establecimiento del modelo de diabetes con trastornos renales progresivos (Palm et
al., 2004).
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Figura 2. Marcadores de dano renal en ratas diabéticas. a) Relacion masa renal/masa corporal, b) Creatinina plasmadtica, c) Proteina en orina de 24 h.
Los datos representan el promedio * error estdndar de 6 a 8 animales por grupo. *p<0.05 vs control.
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 3. Presion de perfusion en rifiones de ratas diabéticas. a) Presion de perfusion inducida por I-Bop. b) Efecto de la inhibicion de la TXAS en la
presion de perfusion inducida por I-Bop. Los datos representan el promedio * error estdndar de é a 8 animales por grupo. *p<0.05 vs control.
&p<0.05 vs efecto del I-Bop.

Fuente: Elaboracion propia.

La presion de perfusion renal resultado de la estimulacidn de TP fue significativamente mayor en ratas diabéticas de 4
semanas, respecto a lo encontrado en una semana (Figura 3a), lo que sugiere desregulacién de la via de TXA2 e
incremento de la sensibilidad de TP, ya sea por mecanismo relacionados al acoplamiento de la via transduccional o a la
captacion de ligando (Shi & Vanhoutte, 2008). La inhibicion de la TXAS disminuye la presion de perfusidn al estimular
con I-Bop los rifiones de ratas de 4 semanas con diabetes, indicando que la activacidon de TP puede desencadenar la
sintesis de mas moléculas de TXAS (Muzaffar et al., 2011).

La concentracidn de TXA2 disminuye en condiciones diabéticas de ambas etapas (Tabla 1), la cual se ve favorecida por
estimulacién de TP con I-BOP (Muzaffar et al., 2011), lo que se relaciona con el incremento en la presion de perfusion
(Figura 3). De manera interesante y contrario a lo esperado, tanto en grupos controles como en diabéticos continud la
sintesis de TXA2 después de la inhibicidn de la TXAS con Ozagrel, lo que sugiere una posible via alterna en la produccion
de TXA2, abriendo la posibilidad de nuevas investigaciones.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran que los efectos nocivos de la diabetes en el rifidn dependen del tiempo en el que
evoluciona la enfermedad, ademas, sugieren que el dafio renal se relaciona con la sintesis deficiente de TXA2 en el
organo, lo que puede aumentar la sensibilidad de TP, y alterar la funciéon renal; adicionalmente, hay indicios de una
posible via alterna para la produccién de TXA2 independiente de la TXAS.

Tabla 1. Concentracion renal de TXB2 en ratas con diabetes experimental.

1semana 4 semanas
Tromboxano B2
Controles Diabéticas Controles Diabéticas
(pg/mL)
Basal 43.8+5 19.6 + 2% 53.6+11 284+3
I-Bop 56 10 42.5+10% 63.8+8 80.5 + 20%
I-Bop + Ozagrel 26.82 + 2# 22.48 £ 2# 20.3+ 3% 30.8 + 9%

Los datos representan la media + E.E de é a 10 experimentos por grupo. Significancia estadistica: *p<0,05 vs control, £p<0,05 vs basal, #p<0,05 vs I-
BOP. Fuente: Elaboracion propia.
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