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Resumen

En personas con diabetes, el acido acetilsalicilico (AAS) reduce el riesgo de eventos vasculares, pero
incrementa el riesgo de sangrados, generando controversia sobre su uso. En este estudio se evalué el impacto
del AAS durante 4 semanas sobre la funcién renal en un modelo de diabetes inducida con estreptozotocina
(STZ) en ratas Wistar. Se cuantificaron pardmetros metabdlicos, como glucosa, consumo de agua, alimento,
excrecion urinaria, urea, creatinina y acido urico (AU). Ademas, se midieron tiempos de sangrado y coagulacion,
la presion de perfusion (PP) basal en rifiones aislados, y la PP en respuesta al agonista del receptor TP, I-BOP.
También se analizaron los niveles de tromboxano A2 (TXAZ2) y prostaciclina (PGI2) en el perfusado renal. Los
resultados mostraron en ratas diabéticas, incremento de la glucosa, consumo de agua, alimento, excreciéon
urinaria, indice de masa renal y urea, mientras la creatinina disminuy6 y el AU no se modificé. El tratamiento
con AAS no afect6 significativamente estos parametros. Los niveles de TXA2 y PGI2 fueron menores en rifiones
diabéticos. La PP basal en rifiones diabéticos con AAS disminuyé significativamente, mientras la estimulacién
del receptor TP con IBOP aumento la PP, especialmente en ratas diabéticas con AAS. Los resultados sugieren
que, aunque el AAS no modifica pardmetros metabdlicos en la diabetes, puede alterar la dinamica vascular
renal, con una mayor respuesta del receptor TP, lo que indica hiperreactividad. Esto podria aumentar el riesgo
de complicaciones renales, destacando la necesidad de mas estudios sobre su uso seguro. (COMECYT
FICDTEM-2021-058) (FESI-PAPCA 2021-2022-26).

Palabras clave: Acido Acetilsalicilico. Diabetes. Funcién renal. Tromboxano A2. Receptor a Tromboxano (TP).

Introduccion

La ciclooxigenasa (COX; prostaglandina G/H sintasa) cataliza los primeros pasos de la biosintesis de
prostaglandinas (PG), mediadores lipidicos derivados del acido araquidénico. Este proceso involucra la accion
secuencial de la COX y enzimas especificas que sintetizan los distintos tipos de PG: PGE2, PGI2, PGD2,
PGF2a y tromboxano A2 (TXA2). Las PG cumplen distintos roles al unirse a sus respectivos receptores
acoplados a proteinas G, cuya distribucion varia en los diferentes tejidos del cuerpo. Entre las funciones
descritas de las PG se encuentran su participacion en la homeostasis vascular, la coagulacion y la inflamacion,
entre otras. Debido a su relevancia en estos mecanismos, las dos isoformas de la COX, COX-1, de expresion
constitutiva que produce PG homeostaticas y COX-2, de expresiéon inducible, asociada con eventos
fisiopatologicos, son el objetivo de los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) como el acido acetilsalicilico
(AAS), utilizado en el dolor, la fiebre y la inflamacién (Rouzer & Marnett, 2009; Li et al., 2018).

El AAS (o aspirina), comercializado desde 1899, se estableci6 como un agente antiplaquetario ideal tras
comprenderse su mecanismo de accidon como inhibidor irreversible de la COX-1 y modulador de la COX-2, el
cual consiste en la acetilacion de la serina 530 de la ciclooxigenasa (COX), lo que bloguea su actividad e impide
la sintesis de TXA2, un potente inductor de la agregacion plaquetaria. Como resultado, la agregacion
plaquetaria se reduce por un periodo de 7 a 10 dias, tiempo en el que se forman nuevas plaquetas con
capacidad de producir masTXA2. Ademas de este bloqueo, la inhibicién de la COX provoca el desvio del acido
araquiddnico hacia la via de la lipooxigenasa, generando compuestos antiinflamatorios como lipoxinas y
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resolvinas, los cuales contrarrestan aiin mas la inflamacion y mejoran la condicién vascular. Por otro lado, se
ha propuesto un mecanismo renoprotector en el que la aspirina inhibe la activacion de COX-2 y, a su vez, el
proceso de ferroptosis, un factor clave en la patogénesis de la nefropatia diabética, regulado por la expresion
de COX-2 en las células tubulares renales. A 125 afios de su lanzamiento, la aspirina sigue siendo recetada y
estudiada por cuestiones como la dosis 6ptima, la resistencia, y el balance entre beneficios y riesgos en la
prevencion primaria y secundaria de eventos cardiovasculares. (Roth & Majerus, 1975; Patrono & Rocca, 2009;
Kosinski et al., 2018; Wu et al., 2022; Vane & Botting, 2003; Arif & Aggarwal, 2024).

El aumento en la esperanza de vida ha dado lugar a una poblaciéon envejecida, y, en consecuencia, las
enfermedades cardiovasculares (ECV) se han convertido en una de las principales causas de discapacidad y
mortalidad entre los adultos mayores. En paises como México, donde el envejecimiento de la poblaciéon avanza
rdpidamente, resulta esencial adoptar medidas preventivas que promuevan un envejecimiento saludable
(Garcia-Garcia et al., 2009; McNeil et al., 2018). Sin embargo, la globalizacién del estilo de vida occidental con
dietas ricas en grasas y carbohidratos, asi como el consumo de tabaco y el sedentarismo han provocado un
aumento en la prevalencia de enfermedades como la diabetes, una condiciéon compleja que a menudo se asocia
con trastornos cardiovasculares. Ademas, una gran parte de las personas con diabetes tienden a desarrollar
enfermedad renal cronica (ERC), que incrementa adn mas el riesgo de las sufrir alguna ECV, lo que convierte
a las complicaciones cardiovasculares en la principal causa de morbilidad y mortalidad en personas diabéticas,
con estimaciones que indican que tres cuartas partes de los diabéticos mayores de 40 afios falleceran por
alguna ECV, asi mismo, presentan un mayor riesgo de morir tras su primer evento cardiovascular. Por lo tanto,
es fundamental reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares (ECV) en personas con ERC por diabetes.
Para lograrlo, es necesaria la implementacion de tratamientos individualizados y una evaluacién exhaustiva del
riesgo de cada paciente, lo que permitira optimizar los resultados en la prevencion y el tratamiento (Damaskos
et al., 2020, Nordheim & Geir Jenssen, 2021; Oh et al., 2021).

La aspirina en dosis bajas (81 a 325 mg/dia) es comunmente utilizada para prevenir ECV. Sin embargo, sigue
habiendo debate sobre cual es la dosis 6ptima que pueda reducir el riesgo de muerte, de miocardio y accidente
cerebrovascular, sin aumentar significativamente el riesgo de sangrado mayor (Jones et al., 2021). En personas
con diabetes, la aspirina reduce el riesgo de eventos vasculares oclusivos, pero aumenta el riesgo de sangrado,
lo que genera desconcierto sobre el balance entre riesgos y beneficios en la prevencién de eventos
cardiovasculares primarios (ASCEND Study Collaborative Group et al., 2018). En individuos con ERC, el uso
de aspirina en dosis bajas se ha asociado con un aumento del riesgo de ECV y progresion de la insuficiencia
renal, sin que se observe una mejora en la condicion general, especialmente en aquellos con bajo peso corporal
(< 60 kg). Ademas, el uso crénico de aspirina se ha vinculado a un mayor riesgo de insuficiencia renal, lo que
sugiere un efecto perjudicial (Oh et al., 2021; Lu et al., 2023).

A pesar de la extensa investigacion clinica sobre el uso de aspirina en la prevencién secundaria y la continua
ambigliedad en la prevencion primaria, es fundamental realizar estudios basicos para entender los mecanismos
celulares, moleculares y tisulares que son modificados por el tratamiento con AAS. En esta investigacién basica
y farmacologica, analizamos el efecto de la inhibicién de COX-1 y COX-2 con tratamiento de AAS durante 4
semanas en un modelo experimental de diabetes, evaluando su impacto en parametros metabdlicos, asi como
en los receptores de TXA2 que regulan la presion de perfusion en la vasculatura renal.

Metodologia

Modelo de estudio:

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar, con un peso inicial de 200 a 250 g. Las condiciones ambientales
de crianza y mantenimiento se mantuvieron controladas, libres de patdégenos, a 20+ 2 °C, con ciclos de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad, y con acceso libre a agua y alimento. Las ratas recibieron una dieta
estandar de Purina (S.A, México). El cuidado y los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo
con la NOM-062-ZO0-1999 de SAGARPA, México. Todos los protocolos de investigacion fueron aprobados
por el comité de ética de la FES-Iztacala UNAM (CE/FESI/062024/1758).

Grupos experimentales de estudio:

Grupo 1: Ratas normoglucémicas, representadas como Control

Grupo 2: Ratas normoglucémicas tratadas con AAS (10 mg/kg/dia), representadas como Control + AAS
Grupo 3: Ratas diabéticas

Grupo 4: Ratas diabéticas tratadas con AAS (10 mg/kg/dia), representadas como Diabéticas + AAS
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Induccion Farmacolégica de diabetes en la rata Wistar

En los grupos diabéticos, se administré una dosis Unica de estreptozotocina (STZ) (Sigma-Aldrich, S0130) por
via intraperitoneal (IP) (65 mg/kg). Los grupos control recibieron unicamente el vehiculo (amortiguador de
citrato) a pH 4.4; 50 mM. Se evaluaron los niveles de glucosa 72 horas después de la induccién, y solo se
incluyeron en el experimento las ratas con glucosa superior a 300 mg/dI.

Tratamientos

El tratamiento con AAS (10 mg/kg/dia) se administré con una canula por via oral durante 28 dias (4 semanas),
se inicid a partir de las 72h post induccién, tras comprobar el estado de hiperglucemia en las ratas. La dosis de
AAS se ajusto cada 3 dias debido a las variaciones de peso observadas en los animales diabéticos.

Medicién de parametros metabdlicos y de presion de perfusion renal

Al finalizar el periodo de tratamiento (4 semanas), las ratas fueron colocadas en cajas metabdlicas durante 24
horas, para recolectar orina, medir el consumo de agua y alimento. Posteriormente, las ratas fueron
anestesiadas con una dosis Unica de pentobarbital sédico (60 mg/kg, IP). Se realizé un corte de 2 cm en la
punta de la cola para obtener una muestra de sangre total, con el fin de medir los niveles de glucosa utilizando
un glucémetro (Accu-Check), asi como los niveles de urea, creatinina y acido urico (AU) mediante un analizador
de funcion renal (Lysun). Se realizé otro corte en la base de la cola para medir el tiempo de sangrado vy, tras
una incision abdominal, se expuso la arteria aorta para extraer 3 ml de sangre y medir el tiempo de coagulacion.
Luego, se canuld la arteria renal del rifién derecho, se aisléd y se colocé en un sistema de perfusion tipo
Langendorff, donde se midié la PP basal tras un periodo de estabilizacion de 60 minutos posteriores al
aislamiento del 6rgano, después se estimul6 con I-BOP (0.316 uM), un agonista del receptor TXA2. Para
evaluar el dafio renal, los rifiones se pesaron al finalizar el experimento para hacer la correlacién peso renal
(mg)/peso corporal (g) y reflejar la variacion del volumen renal.

Medicién de tromboxano B2 y 6-ceto Prostaglandina F1 alfa en perfusado renal.

Tras la colocacion de los rifiones en el sistema de perfusion tipo Langendorff, se dejé6 un periodo de
estabilizacion de 60 minutos, al final de este periodo se recogié el perfusado inicial para medir los niveles
basales de TXB2, el metabolito estable de TXA2, y 6-ceto Prostaglandina F1 alfa, metabolito estable de la
PGI2. Los niveles de TXB2 y 6-ceto Prostaglandina F1 alfa, se midieron mediante un ensayo ELISA, siguiendo
las instrucciones del proveedor, con un kit especifico de Cayman Chemical (item 501020 y 515211).

Resultados y discusion
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Figura 1. Pardmetros metabdlicos en ratas normoglucémicas y ratas diabéticas con 4 semanas de evolucion de diabetes
inducida con STZ. (Autoria propia).

a) Glucosa. b) Peso corporal. c) Consumo de alimento en 24 horas. d) Consumo de agua en 24 horas. c) Volumen de orina
excretado en 24 horas. Cada barra representa el promedio + el error estandar. n=8 ratas por grupo. *<0.05 vs el control.
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Los resultados de esta investigacion basica y farmacolégica muestran que, en los grupos diabéticos, la glucosa
en sangre se elevo a valores superiores a 500 mg/dL, mientras que en las ratas control se registraron niveles
cercanos a 100 mg/dL (figura 1a). Al inicio del estudio, todos los animales presentaron un peso promedio entre
230 y 250 + 10 g, y tras 4 semanas de seguimiento se observé una leve ganancia de peso en las ratas
diabéticas, en contraste con las ratas de control, donde el aumento de peso fue significativamente mayor (figura
1b). El consumo de agua, alimento y la excrecién urinaria en 24 horas fueron mayores en las ratas diabéticas
(figura 1c-e). Ninguno de estos parametros se vio afectado por el tratamiento con AAS (10 mg/kg/dia) durante
las 4 semanas, como se muestra en la figura 1.

La relacion entre peso renal y peso corporal se expresé como indice de masa renal (IMR), el cual fue mayor en
las ratas diabéticas (figura 2a), lo que podria sugerir renomegalia, un signo temprano de la enfermedad renal
diabética y del aumento de la tasa de filtracion glomerular (Shahbazian & Rezaii, 2013) que no se alterd con el
tratamiento con AAS.
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Figura 2. indice de masa renal (IMR) (a), niveles de urea (b), creatinina (c) y dcido drico (d) en sangre de ratas controles y
diabéticas tras 4 semanas de estudio. (Autoria propia).

El IMR se calcula como la relacién entre el peso renal y el peso corporal. Los valores de urea, creatinina y acido Urico se

expresan en mmol/ml. Las barras representan el valor medio + error estandar de cada grupo. n=8 ratas por grupo. *<0.05
Vs el control. &<0.05 vs no tratado.

Los datos muestran una tendencia al aumento de los niveles de urea en sangre en el grupo diabético (figura
2b), los cuales no se vieron afectados por el tratamiento con AAS, lo que concuerda con lo reportado en este
modelo de estudio, donde se menciona que la enfermedad renal diabética puede estar asociada con niveles
elevados de urea, resultado de complicaciones microvasculares como lesiones glomerulares y tubulares, que
da lugar a una disfuncién renal progresiva. Ademas, la hiperglucemia dafia los pequefios vasos sanguineos en
los rifiones, comprometiendo su capacidad para filtrar de manera eficiente los desechos y liquidos de la sangre
(Jha et al., 2024). Por otro lado, aunque la diabetes se asocia comunmente con niveles elevados de acido Urico
que favorecen la trombosis al desencadenar la adhesion y agregacion plaquetaria (Xiong et al., 2019; Singh
et al., 2023), en este modelo de diabetes no se observaron cambios significativos en este parametro ni con la
progresion de la enfermedad, ni con el tratamiento de AAS (figura 2d). Respecto a los valores de creatinina, en
este estudio se observaron valores inferiores en las ratas diabéticas en comparacién con los del grupo control
(figura 2c), lo cual difiere con lo que se ha reportado en este modelo, donde se ha observado un incremento a
medida que progresa la enfermedad (Rehman et. Al., 2023), por lo tanto, este resultado podria indicar una
alteracion en la dinamica de la funcion renal en las ratas diabéticas. Esta discrepancia resalta la necesidad de
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realizar estudios adicionales para explorar las posibles razones detrds de estos niveles de creatinina y su
relacion con la progresion de la enfermedad renal diabética. De manera interesante, en el grupo control, el AAS
aumenté los niveles de creatinina (figura 2c), mientras que en el grupo diabético no se observaron cambios. La
creatinina es un producto de desecho del metabolismo muscular que, bajo condiciones normales, es filtrado
por los rifiones y excretado en la orina (Peralta et al., 2011). Sin embargo, cuando los niveles de creatinina
aumentan en sangre es signo de una alteracion en la funcion renal, por lo que, en estas condiciones, el
tratamiento con AAS en las ratas control, parece tener un efecto negativo.

En la diabetes, la hiperglucemia altera el numero y la activacién de las plaquetas, asi como los factores
coagulantes y fibrinoliticos, lo que desencadena un estado protrombético con hipersensibilidad plaquetaria,
trastornos de la coagulacion e hipofibrindlisis. Esto da lugar a la formacién de coagulos resistentes a la
fibrindlisis, aumentando la coagulaciéon sanguinea y provocando complicaciones circulatorias y dafio vascular
(X. Li et al., 2021; Vaidya et al., 2021). Por ello, en este estudio se midi6 el tiempo de sangrado y coagulacion
en ratas normoglucémicas y diabéticas, tanto en ausencia como en presencia de AAS, dado que se ha
reportado que la aspirina puede incrementar el riesgo de sangrado en personas diabéticas (ASCEND Study
Collaborative Group et al., 2018). Los resultados mostraron una leve disminucién no significativa en los tiempos
de coagulacién y sangrado en las ratas diabéticas. Sin embargo, en los grupos controles y diabéticos tratados
con AAS, estos tiempos se prolongaron (Figura 3c y d), lo que sugiere que, en las ratas diabéticas con 4
semanas de evolucion, los parametros de coagulaciéon y sangrado no presentan cambios significativos. No
obstante, la inhibicion de la cascada de las COX y la formacion de TXA2 en ambos grupos, tanto sanos como
diabéticos, mediante el tratamiento prolongado con AAS, provoca un aumento en estos tiempos, lo que podria
incrementar el riesgo de sangrado.
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Figura 3. Pardmetros metabdlicos, tiempos de sangrado y coagulacion en ratas normoglucémicas y diabéticas con 4
semanas de evolucion de diabetes inducida por STZ. (Autoria propia).

a) TXB2, metabolito estable derivado del TXA2. b) 6-Ceto PGFla, metabolito estable derivado de la PGI2. c) Tiempo de
sangrado. d) Tiempo de coagulacién. Cada barra representa el promedio * el error estandar. n = 8 ratas por grupo. *p<0.05
vs. el grupo control. &<0.05 vs no tratado.

Numerosas investigaciones han asociado los niveles elevados de TXAZ2 sistémico con la diabetes, aunque esta
elevacion varia segun factores como la edad avanzada, el sexo femenino, el tabaquismo, el indice de masa
corporal, la relacion albumina/creatinina urinaria =3 mg/mmol y una mayor tasa de filtracién glomerular estimada
(Petrucci et al., 2024). En este trabajo, se observo una disminucion de TXA2 en el perfusado de rifiones
diabéticos en comparacion con el grupo control y como era de esperarse, el tratamiento con AAS redujo aun
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mas la sintesis de TXA2 (figura 3a), debido a la inhibicion de la via COX/TXA2. La PGI2 también presenta la
tendencia a la disminucion en las ratas diabéticas, y ain mas en los rifiones de los grupos tratados con AAS
(figura 3b). Este hallazgo es especialmente relevante, ya que la PGI2 tiene un efecto protector contra el riesgo
de aterotrombosis, el desarrollo de aterosclerosis y las complicaciones tromboticas. Estos resultados
cuestionan el papel del AAS en la diabetes, ya que la inhibicion de la COX-2 y la reduccion de su producto
metabdlico, la PGI2, podrian aumentar el riesgo de aterotrombosis, como se ha observado con otros AINEs
selectivos para COX-2 (Stitham & Hwa, 2016).

Por ultimo, también se midi6 la presion de perfusion basal en los rifiones de todos los grupos de estudio, este
dato refleja la resistencia vascular al paso del flujo constante de la solucion de Krebs-Henseleit. Se observo
que solo en el grupo diabético tratado con AAS hubo una disminucion significativa en la presion de perfusion
basal (Figura 4). Esto indica que, bajo condiciones de hiperglucemia y con la inhibicién de las vias de la COX
por el AAS, se producen alteraciones fisicas y en los metabolitos vasomediadores, como el TXA2 y las
prostaglandinas, afectando el flujo sanguineo renal. Al estimular los rifiones con I-BOP (agonista del receptor
TP) a una concentraciéon de 0.316 uM, la PP aumento en todos los grupos, pero con distinta magnitud: en el
grupo control subié un 32%, en el control tratado con AAS un 62%, en el grupo diabético un 46%, y en el
diabético tratado con AAS un 84%, tomando como referencia el 100% del valor basal. Estos resultados
evidencian una hiperreactividad del receptor TP en las ratas con el tratamiento de AAS, siendo mayor esta
alteracion en el grupo diabético. Esto podria deberse a un aumento en la densidad del receptor en la vasculatura
renal, una mayor selectividad del agonista por el receptor, o un incremento en el acoplamiento de la via de

200
Hl Control

Hl Control+AAS
E3 Diabética
Hl Diabética+tAAS

Presion de perfusion

sefalizacion del TP como respuesta a la disminucién en la sintesis de TXA2 provocado por el AAS.

Figura 4. Presion de perfusion basal y porcentaje de cambio tras la estimulacion con I-BOP (0.316 uM) en rifiones de ratas
normoglucémicas y con diabetes inducida por STZ con 4 semanas de evolucion. (Autoria propia).

Las barras muestran el promedio + EE de 8-10 ratas por grupo. *p<0.05 vs. la presion de perfusion basal correspondiente.
&p<0.05 vs. los grupos control y diabético basal.

Conclusion

La complejidad del uso del acido acetilsalicilico (AAS) en el contexto de la diabetes es evidente, especialmente
en lo que respecta a la prevencién de complicaciones renales. Si bien el AAS ha demostrado ser eficaz en
reducir el riesgo de eventos vasculares en personas diabéticas, su uso también conlleva un aumento en el
riesgo de hemorragias, o que genera controversias sobre su aplicacion.

Los resultados de este estudio muestran que el grupo de las ratas diabéticas presentd los signos caracteristicos
de la diabetes, como hiperglucemia, polifagia, polidipsia y poliuria. Ademas, se observé una disminucién en los
niveles de creatinina, lo que sugiere un posible deterioro de la funcidon renal. También se evidencié un
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desbalance entre los niveles de TXA2 y PGI2, indicando una alteraciéon en la homeostasis vascular y la
hemodinamia, lo que podria contribuir a las complicaciones cardiovasculares asociadas con la diabetes.

El tratamiento con AAS no tuvo un efecto significativo en estos parametros metabdlicos. Sin embargo, los
niveles de TXA2 y PGI2 fueron menores en los rifiones diabéticos. La presion de perfusion basal en los rifiones
diabéticos tratados con AAS disminuyé significativamente, mientras que la estimulacion del receptor TP con I-
BOP aumento la PP, especialmente en ratas diabéticas que recibieron AAS. Estos resultados sugieren que,
aungue el AAS no modifica parametros metabodlicos en la diabetes, puede alterar la dinamica vascular renal,
evidenciando una mayor respuesta del receptor TP, lo que indica una hiperreactividad.

Esta hiperreactividad podria incrementar el riesgo de complicaciones renales, subrayando la necesidad de
realizar mas investigaciones para comprender completamente el perfil de seguridad del AAS en esta poblacién.
Por tanto, es fundamental llevar a cabo estudios a nivel celular, molecular y tisular para comprender como el
tratamiento con AAS modifica el sistema vascular no solo renal, sino general, lo que permitira asegurar su uso
adecuado en la prevencién tanto primaria como secundaria de eventos patoldgicos en personas con diabetes.
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