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Resumen

1. RESUMEN

A lo largo de los afios, los conocimientos sobre papel representado por los
transmisores gaseosos en los distintos procesos fisioldgicos, y concretamente en la
regulacion de la funcion hemodindmica renal, ha crecido exponencialmente. Estos
agentes son el 6xido nitrico (NO), el mondxido de carbono (CO) y mas recientemente
el sulfuro de hidrégeno (SH,).

El 6xido nitrico (NO)es sintetizado a partir de la L-arginina, por una familia de
enzimas llamadas genéricamente Oxido nitrico sintasas (NOS), y por sus mudltiples
acciones vasodilatadoras, antiagregantes, y reguladoras de la funcion renal, entre otras
acciones,se reconoce como un transmisor fundamental para el funcionamiento normal
del organismo. Su importancia es tal que la falta de su sintesis, o de sus acciones
mediadoras, frecuentemente determinadas por los altos niveles de estrés oxidativo, se
sitta en el origen de muchas alteraciones vasculares y organicasasociadas a la
hipertension, la diabetes, o episodios de isquemia/reperfusion renal.

El sistema enzimatico de la hemooxygenasa (HO) esta constituido por 2
isoformas activas: hemooxigenasa-1 (HO-1) y hemooxigenasa-2 (HO-2) cuya
expresion se ha documentado en estructuras vasculares y tubulares del rifion. La
actividad HO cataliza la degradacion oxidativa del grupo hemo, dando Ilugar aCoO,
biliverdina (BV) y bilirrubina (BR), todos ellos productos con actividad biolégica. La HO-
2 es la isoenzima constitutiva, mientras que, la HO-1 es la isoforma inducida en
condiciones patoldgicas que implican estrés oxidativo como la disfuncién renal que
aparece en una diabetes tipo- (DM-1),una situacion que cursa conuna disminucién de
la biodisponibilidad de NO.

El sulfuro de hidrégeno se sintetiza en el organismo principalmente por la accion
de las enzimas cistationinap-sintasa (CBS) y cistationinay-liasa (CGL) que generan SH;a
partir del aminoacido L-Cisteina (L-Cis). Estudios recientes destacan los efectos
protectores del SH, en las lesiones tisulares provocadastras una isquemia-
reperfusién(IRI) renal, una de las principales causas de insuficiencia renal aguda y
disfuncién del trasplante renal.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue analizar la importancia funcional
del sistema Hemooxigenasa (HO) y de la ruta biosintética que conduce a la

produccion de SH,, como parte de los mecanismos que contribuyen a la regulacién
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dela hemodinamica renal en dos modelos experimentales de disfuncién renal: diabetes
mellitus tipo-1 (DM-1) e isquemia/reperfusion renal.

Para reproducir los cambios estructurales y funcionales de la diabetes renal, se
utilizdé un modelo experimental de diabetesinducida por la administracién de
streptozotocina (STZ) en ratas SpragueDawley (SD), un téxico especifico de células f-
pancreaticas.Para analizar el significado funcional de la actividad HO en el rifién
diabético de los animales, se empled la mesoporfirina de estafio (SnMP; 40 pumol/kg,
i.v) en animales anestesiados. La determinacion de expresion de HO -1 y HO-2 se
llevd6 a cabo mediante Western Blot. A su vez, se cuantific6 por ELISA las
concentraciones renales de proteinas nitrosiladas, como indice de estrés oxidativo. Las
concentraciones tisulares de NO in vivose determinaronmediante voltametria, una
técnica altamente selectiva y especifica. Para disminuir los niveles de estrés oxidativo
se administr6Tempol (1mM) en el agua de bebida, durante 12 dias previos al
experimento agudo.

Para determinar el papel del SH, en la IRItisular, se utiliz6 un modelo de 45/60
minutos de isquemia-reperfusion renal. Se estudiaron los efectos del sulfhidrato de
sodio(un donante de SH,); el sustrato enzimético L-cisteina, y los inhibidores de las
enzimas CBS y CGL, acido aminooxiacético y propargilglicina, respectivamente.Las
concentraciones corticales renales de SH, se midieron electroquimicamente. Ademas,
se analizaron los efectos de la administracion intravenosa de estas sustancias sobre la
funcién renal, 24 horas después de una isquemia reperfusion.

Los principales resultados sugieren que la expresiéon de HO-1, junto con la
respuesta vasoconstrictora renal a la inhibiciébn de la HO, se incrementa en ratas
diabéticas notablemente hiperglucémicas que muestran bajos niveles de NO. Ademas,
el tratamiento con Tempol en animales diabéticos, que redujo el estrés oxidativo y la
expresion de la proteina HO-1, también atenu6 la respuesta vascular renal a la
inhibicion de la HO en animales diabéticos.

Por su parte, la isquemia renal produjo aumento de los niveles enddgenos de
SH,en la corteza renal, aunque solo elpretratamiento con una fuente exdgena de SH,
parece contribuir a mejorar significativamente la insuficiencia renal observada 24 horas

después de la reperfusion tisular.
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ABSTRACT

Over the years, knowledge about the role represented by gaseous transmitters in
different physiological processes, and specifically in the regulation of renal
hemodynamic function, has grown exponentially. These agents are nitric oxide (NO),
carbon monoxide (CO) and more recently hydrogen sulfide (SH2).

Nitric oxide (NO) is synthesized from L-arginine, by a family of enzymes
generically called nitric oxide synthases (NOS). Because of its multiple vasodilatory,
antiaggregating and regulating actions of renal function, among others, NO is
recognized as a fundamental transmitter for the normal function of the organism. The
lack of its synthesis, or mediating actions, often determined by the high levels of
oxidative stress, represents the origin of many vascular and organic alterations
associated with hypertension, diabetes, or episodes of ischemia / Renal reperfusion.

The enzyme system of hemo-oxygenasa (HO) has 2 active isoforms:
hemoxygenase-1 (HO-1) and hemoxygenase-2 (HO-2) whose expression has been
documented in vascular and tubular kidney structures. The HO activity catalyzes the
oxidative degradation of the heme group and produces CO, biliverdin (BV) and bilirubin
(BR), products with biological activity. HO-2 is the constitutive isoenzyme, whereas
HO-1 represents the isoform induced in pathological conditions involving oxidative
stress and renal dysfunction that appears in type-1 diabetes (DM-1), a situation that
occurs with a decreased NO bioavailability.

Hydrogen sulphide is mainly synthesized in vivo by the action of the enzymes
cystathionine B-synthase (CBS) and cystathionin y-lyase (CGL). That generates SH»
from the amino acid L-Cysteine (L-Cis). Recent studies highlight the protective effects
of SH, on damaged tissue after renal ischemia-reperfusion (IR), a major cause of acute
renal failure and renal transplant dysfunction.

The general objective of this Doctoral Thesis was to analyze the functional
importance of the Hemoxygenase (HO) system and the biosynthetic pathway that
leads the production of SH;, as part of the mechanisms that contribute to the
regulation of renal hemodynamics in two experimental models of Renal dysfunction:
type-1 diabetes mellitus (DM-1) and renal ischemia / reperfusion.

To reproduce the structural and functional changes of renal diabetes, an
experimental model of diabetes induced by the administration of streptozotocin (STZ),
a specific B-pancreatic cell toxin, in Sprague Dawley (SD) rats was used. To analyze

the functional significance of HO activity in the diabetic kidney of animals, tin
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mesoporphyrin (SnMP; 40 pumol / kg, i.v) was used in anesthetized animals. The
determination of HO-1 and HO-2 expression was carried out by Western blotting. In
turn, the renal constraints of nitrosylated proteins, as an oxidative stress index, were
quantified by ELISA. Tissue concentrations of NO in vivo were determined by
voltammetry, a highly selective and specific technique. To reduce oxidative stress
levels, Tempol (1 mM) was administered to the drinking water for 12 days prior to the
acute experiment.

To determine the role of SH, in tissue IRI, a 45/60 minute model of renal
ischemia-reperfusion was performed. We studied the effects of sodium sulhydrate (a
SH2 donor); the enzymatic substrate L-cysteine and the inhibitors of the enzymes CBS
and CGL, aminooxyacetic acid and propargylglycine, respectively.

The effects of sodium sulfhydrate (SH2 donor) were studied; Renal cortical
concentrations of SH» were measured electrochemically. In addition, the effects of
intravenous administration of these substances on renal function were analyzed 24
hours after ischemia reperfusion.

The main results suggest that HO-1 expression, as well as renal vasoconstrictor
response to HO inhibition, is remarkably increased in hyperglycemic diabetic rats
showing low NO levels. In addition, treatment with diazepam in diabetic animals, which
reduced oxidative stress and expression of the HO-1 protein, also attenuated the renal
vascular response to the inhibition of HO in diabetic animals.

Renal ischemia produced increased levels of endogenous SH2 in the renal cortex,
although only pretreatment with an exogenous source of SH> seems to contribute to a
significant improvement in renal insufficiency observed 24 hours after tissue

reperfusion.
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2. INTRODUCCION.

En los ultimos afos, estan siendo investigadas profundamente un grupo
de moléculas denominadas transmisores gaseosos cuya participacion en
procesos relevantes para los diferentes procesos fisioloégicos es de vital
importancia. Estos agentes son el 6xido nitrico (NO), el monoxido de carbono
(CO) y mas recientemente el sulfuro de hidrégeno (SH>).

Estos transmisores gaseosos participan en la comunicacion intra e
intercelular, con alta especificidad, en mudltiples funciones y sistemas en el
organismo (Wang R et al, 2003). Sus funciones son analogas a las hormonas,
neurotransmisores 'y mediadores lipidicos. Sin embargo, presentan
caracteristicas que los distinguen de estos compuestos. Puesto que se trata de
gases liposolubles, sus movimientos no estan restringidos por las membranas
celulares, y por tanto es poco comun su almacenamiento en vesiculas para su
posterior liberacidon. Aunque se ha sugerido que tanto el CO como el NO
pueden estar unidos a proteinas que contienen hemo, y desde ahi puede
producirse su liberacion (Ding Y et al, 1999, Leffler CW et al, 2006), la forma
predominante por la que ejercen sus funciones es la sintesis de novo (Leffler
CW et al, 2011).

En el caso del CO, es producido por la accion de la enzima hemooxigenasa
(HO). Esta enzima cataliza la transformacion del grupo hemo, generandose
cantidades equimoleculares de hierro libre, biliverdina (BV) y el propio CO
(Maines MD et al, 1988). Algunos estudios han demostrado que la
administracion de CO a dosis fisiologicas ejerce diversos efectos en el
organismo; tales como la vasodilatacion, la prevencién de la muerte celular, la
produccion de una respuesta antiinflamatoria y la modulaciéon de la respuesta
inmune (Kristin A et al, 2006). Concretamente en el rifion, evidencias
experimentales indican que diversas estructuras renales estan provistas de un
sistema HO activo que elabora CO a partir de la metabolizacion del grupo hemo
(Leffler CW et al, 2011), y que situaciones que cursan con aumentos de

expresion de HO-1, la actividad HO regula la hemodinamica renal,
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contrarrestando las acciones de sistemas vasoconstrictores endégenos (Kaide JI
et al, 2001) y atenuando la respuesta de autorregulacion renal (Botros FT et al,
2008).

El NO ejerce influencias sobre un gran nimero de procesos biosintéticos y
metabdlicos importantes para la funcion renal normal, entre los que se incluyen
la regulacion de las funciones hemodinamicas y tubulares renales (Baylis C et
al, 1996). Es por ello, que su deficiencia podria contribuir a diversos trastornos
fisioldgicos, entre los que se incluyen la hipertension arterial, la arterosclerosis,
el envejecimiento o la insuficiencia renal.

Por otro lado, son numerosos los estudios que han tratado de esclarecer
la participacion del SH> en diversas situaciones fisiologicas y fisiopatoldgicas.
Se ha observado que en el sistema nervioso central, mejora las lesiones
isquémicas y protege las neuronas (/shigami M et al, 2009, Liu YY et al, 2011).
Otros autores han demostrado que en el sistema cardiovascular, el SH> esta
relacionado con la hipertension, aterosclerosis y lesion miocardica. Su utilidad
en este caso, se ha atribuido a su efecto vasodilatador (L/ YF et al, 2009, Perna
AF et al, 2010; Guo W et al, 2013). Por su parte, a nivel renal, se ha
demostrado que el SH> participa activamente en las funciones vasculares y
tubulares.

A continuacion se revisaran los conocimientos mas actuales sobre los
sistemas que producen los transmisores gaseosos, centrandonos
fundamentalmente en el sistema hemo-hemoxigenasa-CO y las rutas
biosintéticas que conducen a la formacion de SHz, a través de su participacion
en dos modelos de dafio renal que se caracterizan porque ambas situaciones
cursan con elevados niveles de estrés oxidativo y una notable reduccién en la
biodisponibilidad del NO renal: la disfuncion renal en diabetes y el dafio

subsecuente a una isquemia reperfusion renal.

10
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2.1 SISTEMA HEMO-HEMO-OXIGENASA-CO.

2.1.1 BIOLOGIA FUNDAMENTAL DEL SISTEMA HEMO-HO-CO
VASCULAR Y RENAL.

La degradacion del grupo hemo (ferroprotoporfirina 1X) en el organismo
implica su oxidacion por la enzima microsomal hemooxigenasa (HO),
generandose cantidades equimoleculares de hierro libre, biliverdina (BV) y
monoxido de carbono (CO) (Maines MD et al, 1988). Todos los productos
derivados de la reaccion catalizada por la HO son biolégicamente activos: el
hierro libre es un modulador de la transcripciébn génica; la BV y su derivado
reducido la bilirrubina (BR), muestran propiedades antioxidantes, y finalmente
el CO que ejerce, entre otras acciones, influencias vasodilatadoras y
reguladoras de la actividad de canales ionicos, en diversos tipos celulares
(Abraham MG et al, 1997, Maines MD et al, 1997; Wang R et al, 1997; Wang T
et al, 2003).

Los mecanismos moleculares por los cuales el CO produce vasodilatacion
son diversos (Morita T et al, 1995, Kaide JI et al, 2001; Wang T et al, 2003) e

incluyen:

l. Activacion de la guanilato ciclasa soluble (GCs).
. Estimulacion de canales de calcio (Ca?*) activados por
potasio (K*).
II. Sintesis disminuida de mediadores constrictores como
endotelina (ET).

La GCs es una hemoproteina citosélica formada por dos subunidades, o
(82 Kda) y B (70 Kda). La forma activa y mayoritaria suele ser un heterodimero,
aungue las formas heterodiméricas coexisten en equilibrio con los homodimeros
inactivos, quiza como mecanismo de regulacion fisiologica (Zabel U et al, 1999).

El mecanismo bioquimico por el cual ciertos vasorreguladores gaseosos activan

11
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la GCs no se conoce completamente, esta molécula perteneceria a un tercer
grupo de hemo-proteinas diferentes a las de transporte de oxigeno o de
electrones, que se activaria por la unién del NO o CO y no por la unién de O>
(Stone JR et al, 1994). Con respecto a la ET, en el papel vasodilatador del CO,
cabe destacar que las células del musculo liso vascular derivadas del CO,

inhibian la produccion de la endotelina 1 (ET-1), uno de los més potentes

vasoconstrictores conocidos (Morita T et al, 1995).

BILIVERDINA

BILIRRUBINA
!

‘i}cGMP ( ) [ Actividad t) Actividad
" K+ pro-oxidante Antioxidante
l Antioxidantes

VASODILATACION VASOCONSTRICCION Endogenos/ Exdgenos

Acciones de los metabolitos derivados de la hemooxigenasa. (Esquema modificado

de Circulation Research: 9, 780, 2009).

Por su parte, la BV y su derivado reducido BR, actlan como antioxidantes
inhibiendo a la NADPH oxidasa (Datla SR et al, 2007), la principal fuente
vascular de superoxido, y pueden secuestrar al anion superéxido o activar a la

superoxido dismutasa extracelular.
Existen actualmente tres isoformas reconocidas de la enzima hemo-

oxigenasa; la isoforma HO-1 que es inducible por el estrés oxidativo, dafio
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renal, diabetes o por el mismo grupo hemo; la HO-2 es responsable de la
actividad de la HO renal en condiciones normales (Da Silva JL et al, 2001), se
trata de una proteina constitutiva y se encuentra principalmente en el testiculo
y en el cerebro (Ewing JF et al, 1992; Chang EF et al, 2003, Leffler CW et al,
2011). Por ultimo, la HO-3 posee muy poca actividad catalitica y su principal
funcion es la de ser una proteina de unidén al grupo hemo (Ryter SW et al,
2006).

En el rifidn y la vasculatura, la expresion de proteinas HO y/o ARNm para
HO se han encontrado en el endotelio y células musculares lisas, arterias
preglomerulares e interlobares, asa ascendente de Henle, tubulo distal, tabulo
conector, células intersticiales medulares y en células principales del tubulo
colector (Da Silva JL et al, 2001; Hill-Kapturczak N et al, 2002). La HO
encontrada en tejidos renales es cataliticamente activa, ya que en las arterias
interlobares renales u homogeneizados de rifién incubados con hemo exdgeno
producen CO, derivado de la reaccion catalizada por la HO (Kaide JI et al, 2001,
Rodriguez F et al, 2004). Junto a estos hallazgos, se ha demostrado la
existencia de CO como resultado de la reaccion catalizada por la HO en fluido
cortical intersticial y en la orina de animales anestesiados. Estas evidencias
experimentales indican que diversas estructuras renales estan provistas de un
sistema HO activo, que elabora CO y otros compuestos a partir del metabolismo
del grupo hemo.

Se ha observado que, en situaciones fisiopatologicas que conllevan un
aumento de los niveles de estrés oxidativo, la HO-1 podria inducirse en diversos
tejidos, incluyendo el sistema vascular y el cerebro; lo que ha llevado a
considerar a la HO-1 como un gen de respuesta temprana (Foresti R et al,
1999) que se regula a través del estrés, contribuyendo a la respuesta
antioxidante en la region promotora (Leffler CW et al, 2011). Entre los factores
que inducen la formacion de la HO-1 se incluyen el grupo hemo, ciertas
metaloporfirinas, algunos metales como el hierro y el cobalto, el 6xido nitrico
(NO) y de modo importante las especies reactivas del oxigeno (ERO) (Foresti R

et al, 1999; Maines MD et al, 2000; Abraham NG et al, 2002).
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En algunos modelos de dafio renal, incluyendo la diabetes mellitus tipo 1
(DM-1), la induccién de la HO-1 se ha clasificado como una respuesta
adaptativa y protectora frente al dafio tisular mediado por la produccién de la
molécula antiinflamatoria CO, o de las sustancias antioxidantes BR y BV, asi
como por un descenso en la produccion del pro-oxidante grupo hemo (Aizawa T
et al, 2000; Abraham NG et al, 2002; Goodman Al et al, 2006, Lee SC et al,
2009, Elmarakby AA e al, 2011). En este sentido, algunos investigadores han
demostrado que la induccion de la diabetes con estreptozotocina (STZ) produce
un aumento significativo de la HO-1 en tejido renal (Aizawa T et al, 2000;
Abraham NG et al, 2009). Sin embargo, existen discrepancias en relacién a este
hallazgo, puesto que otra serie de trabajos publicados constatan que no hay
induccion in vivo de esta proteina en respuesta a la hiperglucemia ( 7urkseven S
et al, 2005, Goodman Al et al, 2006).

Por el contrario, la HO-2 es considerada una proteina constitutiva, cuyos
niveles son relativamente estables en la mayoria de los tejidos. Ciertos estados
fisiologicos y/o fisiopatolégicos, tales como la hipoxia y la hipotension,
producen un rapido incremento de su actividad enzimatica, pero sin alterar su
expresion (Parfenova H et al, 2003, Leffler CW et al, 2003). No obstante, cabe
destacar que las hormonas suprarrenales pueden inducir su formacién actuando
sobre la region promotora del gen que regula su transcripcion (Liu N et al,
2000). Es por ello, que las dos isoformas activas de la HO identificadas

anteriormente, difieren en su nivel de expresion, localizaciéon y regulacion.

2.1.2 INTERACCIONES ENTRE EL CO Y NO EN LA VASCULATURA:
IMPORTANCIA PARA EL RINON DIABETICO.

Como hemos mencionado previamente, el Oxido nitrico (NO) posee
acciones reguladoras de la funcion hemodinamica y tubular del rifion muy bien
estudiadas, tanto en condiciones fisiolégicas como fisiopatologicas (Baylis C et
al, 1996). El NO es producido a partir de L-Arginina en una reaccion catalizada
por diversas isoformas de la NO-sintasa (NOS), todas ellas ampliamente

distribuidas en el tejido cardiovascular y renal.
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Una gran cantidad de trabajos de investigacion han tratado de esclarecer
el papel del NO en la diabetes. La mayoria de los estudios realizados coinciden
en que las respuestas vasculares mediadas por el NO, su biodisponibilidad y la
expresion de las isoformas de la NOS se encuentran alteradas en diversos
modelos experimentales de diabetes (Komers R et al, 2003). Pese a no formar
parte de los objetivos, el analisis de la sintesis del NO, asi como sus acciones
reguladoras sobre la hemodinamica renal en el rindn diabético pueden ser
revisadas en trabajos previos (Botros FT et al, 2006, Kashihara N et al , 2010)

Tradicionalmente, el estado de la via de sintesis del NO en el rifion
diabético se restringe a estudios que analizan la expresion tisular de enzimas
NOS, la actividad in vitro de la NOS, la medida de sus acciones vasculares
directas, o la respuesta a inhibidores de su sintesis (Komers R et al, 2003, Palm
F et al, 2005). Sin embargo, en este trabajo de Tesis Doctoral, las medidas
directas de las concentraciones tisulares de NO seran realizadas mediante el
empleo de técnicas electroquimicas, altamente selectivas y especificas, las
cuales han sido disefiadas y validadas en nuestro laboratorio por los Dr. Garcia
Salom y Fenoy Palacios (Salom MG et al, 2005, Salom MG et al, 2007).

Un gran namero de evidencias funcionales y moleculares sugieren que
el CO y el NO interactuan dinAmicamente en la vasculatura (Foresti R et al,
1999; Thorup C et al, 1999, Jhonson KF et al, 2002; Rodriguez F et al, 2003,
Botros F et al, 2006, Salom MG et al, 2007). En principio, resulta dificil predecir
el impacto que tendrian las variaciones de los niveles de NO sobre la actividad
del sistema hemo-HO en la diabetes ya que, como se ha demostrado
previamente, el NO puede inducir expresion de HO-1 (Datta PK et al, 1999),
pero también puede disminuir la actividad enzimatica de HO-2 (Ding Y et al,
1996), y la generacion renal de CO (Rodriguez F et al, 2004). A su vez, se ha
comprobado que el aumento de la HO-1 modula negativamente la expresion de
la isoforma inducible de la NOs (Datta PK et al, 1999) y que la inhibicidn crénica
de la HO aumenta los niveles de esta proteina en animales diabéticos
(Turkseven S et al, 2005).

En este sentido, trabajos previos demuestran que la vasoconstriccion

renal inducida por la administracion de inhibidores de la HO, fue intensificada,
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tanto in vivo como in vitro, cuando los animales eran previamente tratados con
L-Nitro-Arginina-Metyl-Ester (L-NAME) para reducir la sintesis de NO (Botros F
et al, 2006; Jhonson KF et al, 2002;Rodriguez F et al, 2003). Asi mismo, es
importante mencionar que la reduccion de la produccién renal de NO se
acompafd de incrementos en la excrecién urinaria de CO in vivo y de la
actividad enzimética de la HO ex vivo la cual fue revertida por adicién de NO
exdgeno al medio de reaccion (Rodriguez F et al, 2004). De esta forma, el NO
podria funcionar como un inhibidor enddgeno de la actividad del sistema HO,
y los mecanismos vasodilatadores mediados por CO podrian estar
particularmente facilitados cuando la disponibilidad de NO se encuentra
reducida.

Todas estas controversias existentes en relacion a la expresion de
isoformas de HO en el modelo experimental de diabetes por induccién con
STZ, asi como la poca informacién existente sobre la produccién de NO in vivo
en el rindn diabético, nos llevaron a plantear el primer objetivo especifico de la
presente Tesis Doctoral que fue: Caracterizar el estado del sistema
hemooxigenasa renal en términos de expresion de las isoformas HO-1
Yy HO-2, y niveles de oxido nitrico in vivo, en una en una fase precoz

de DM-1 experimental en ratas SD tratadas con estreptozotocina.

2.1.3 ACCIONES ANTIOXIDANTES Y CITOPROTECTORAS DEL
SISTEMA HEMO-HO VASCULAR Y RENAL EN DIABETES
MELLITUS TIPO 1.

El término estrés oxidativo hace referencia a condiciones en que las
células estan expuestas a niveles excesivos de radicales libres, ya sea por la
produccion excesiva 0 bien por superaciéon de la capacidad antioxidante del
organismo (Koya D et al, 2003). La mayoria de los radicales que se producen /n
vivo son originados tanto a partir de las especies reactivas del nitrégeno (como
el peroxinitrito) y del oxigeno (como el superéxido o el hidroxilo). El
peroxinitrito es un poderoso oxidante y citotoxico que se forma por la reaccion

rapida del anion superdxido con el NO. De esta forma, se cree que la
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disponibilidad del anion superdoxido juega un papel fundamental en la
fisiopatologia del estrés oxidativo vascular (Hsieh HJ et al, 2014). Ademas, un
exceso vascular de superéxido, con el consiguiente aumento de peroxinitrito y
la disminucién de NO compromete las funciones endoteliales dependientes de
NO, provoca alteraciones estructurales de la pared vascular y dafa la integridad
de las células (Balla G et al, 1991, Baylis C et al, 1996, Hsieh HJ et al, 2014).
Por lo tanto, se considera al estrés oxidativo (dependiente de un exceso de
superdxido) un componente esencial de la fisiopatologia de diferentes
enfermedades vasculares incluyendo la disfuncion vascular producida en la DM-
1 (Kashihara N et al, 2010). En este sentido, se ha demostrado que la duracion
de la diabetes es un determinante importante para la produccién de NO en el
sistema vascular. Inicialmente puede haber un aumento de la sintesis, seguido
por un periodo de produccion normal, y a continuacién una disminucion de su
produccion a lo largo de la enfermedad (Piepers GM et al, 1999). Los datos
experimentales de una gran cantidad de estudios indican que una exposicion
cronica sostenida a altos niveles de glucosa, suprime la biodisponibilidad de NO
(Komers R et al, 2003).

Estudios previos han establecido que la inhibicion de la sintesis del NO,
aumenta la actividad renal de la HO (Rodriguez F et al, 2004) y aumenta la
relevancia funcional del sistema hemo-HO intensificando la vasodilatacion
inducida por el CO (Rodriguez F et al, 2003) y también la vasoconstriccion que
acompanfa a la reduccion de los niveles de NO (Salom MG et al, 2005, Botros FT
et al, 2006, Rodriguez F et al, 2003). Por lo tanto, las acciones del sistema
hemo-HO podrian ser particularmente relevantes para influir en Ia
hemodinamica renal en la DM-1, una condicion que combina la sobreexpresion
de la isoforma HO-1 (Hayashi K et al, 2001, Koya D et al, 2003, Rosenberger C
et al, 2008) y la deficiencia de la sintesis o la biodisponibilidad del NO (Ohisi K
et al, 1995; Ishii N et al, 2001, Onozato ML et al, 2002, Komers R et al, 2003,
Palm F et al, 2005). De hecho, se ha considerado que la HO-1 podria ejercer
funciones protectoras frente a patologias que cursan con dafio oxidativo
(Lhuillier F et al, 2003, Arregui B et al, 2004), como la diabetes y la

insuficiencia renal aguda asociada a procesos isquémicos (Lopez CE et al, 2001,
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Arregui B et al, 2004) degradando el grupo hemo y produciendo CO vy
bilirrubina. Por ello, se considera que el estrés oxidativo podria representar un
punto de convergencia del mecanismo de dano renal asociado a estas
patologias. La injuria que puede sufrir el rifidn en estos casos, se asociaria a un
predominio pro-oxidante respecto de las defensas antioxidantes (Castillo R et
al, 2003).

Aungue como hemos mencionado anteriormente, se cree que el estrés
oxidativo juega un papel importante en el desarrollo de complicaciones renales
diabéticas (Onozato ML et al, 2002, Koya D et al, 2003), debido en parte a una
reducida disponibilidad de NO, la interaccion entre el sistema hemo-HO vy el
estrés oxidativo en la regulacion de la funcion vascular, no esta definido en su
totalidad. Por lo tanto, resulta especialmente interesante analizar los niveles de
estrés oxidativo a través de la formacion de peroxinitrtito en el rindn de
animales diabéticos que recibieron (0 no) tratamiento con un antioxidante, el
Tempol.

El  Tempol (4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo) es un
componente de la familia de los nitréxidos, cuyos efectos han sido ampliamente
estudiados en diversos modelos animales. EI Tempol reacciona con el anién
superéxido (0%) para formar peréxido de hidrégeno (H202). Estudios recientes
han demostrado que los efectos del Tempol sobre el oxigeno eran muy
similares a los producidos por la SOD celular, sobreponiéndose a los efectos
antioxidantes de las propias vitaminas (Wilcox CS et al, 2010). Ademas, se ha
demostrado que su uso puede facilitar el metabolismo de diversas especies
reactivas de oxigeno y especies reactivas de nitrogeno. Sus propiedades
qguimicas le permiten atravesar todo tipo de membranas celulares, lo que
permite su administracion por via oral (Carroll et al., 2000).

Por otra parte, también se ha demostrado que en determinadas
condiciones, el CO puede inducir paradojicamente la vasoconstriccion,
relacionada con el aumento de las especies reactivas de oxigeno (Lamon BD et
al, 2009). Por lo tanto, el efecto de la induccién del sistema HO sobre la funcion
renal en situaciones de aumento de los niveles oxidativos enddégenos (como en

el caso del rifion diabético) supone un importante objeto de estudio.
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Por todo lo anteriormente mencionado, el segundo objetivo especificos de
esta Tesis Doctoral fue disefiado para Determinar la importancia de los
niveles de estrés oxidativo, sobre el estado del sistema HO renal, y los
niveles de NO, en animales control y diabéticos por administracion de

estreptozotocina, en estadios iniciales de la enfermedad.

2.1.4 ACCIONES VASOREGULADORAS DEL SISTEMA
HEMOOXIGENASA EN CONDICIONES NORMALES Y EN
DIABETES MELLITUS TIPO 1.

La nefropatia diabética (ND) es una enfermedad renal progresiva que
afecta aproximadamente al 35% de los pacientes que sufren diabetes vy
constituye la causa mas frecuente de insuficiencia renal cronica en el mundo
occidental (Ghanim H et al, 2007, Elmarakby AA et al, 2011) . Entre los
mecanismos fisiopatolégicos que conducen a ND, los factores hemodinamicos,
qgue incluyen hipertension glomerular y la activacion de diversas hormonas
vasoactivas, juegan un papel crucial en los estadios iniciales de la enfermedad
renal diabética. Se ha descrito que la enfermedad renal diabética se acompafia
de cambios en la presion arterial sistémica y la presion renal, lo que provoca
hiperfiltracion y un aumento del flujo plasmatico renal, observado en las
primeras fases de la enfermadad (O bryan GT et al, 1997; Forbes JM et al,
2013). Sin embargo, las alteraciones microangiopaticas son las que producen
las alteraciones mas graves de la enfermedad. Entre estas alteraciones, destaca
el engrosamiento de la membrana basal glomerular y tubular, junto a un
aumento de la matriz mesangial (7s/ibary EC et al, 2003). Estos mecanismos,
en colaboracion con factores metabolicos, activan diversas vias moleculares que
conducen finalmente a glomérulo-esclerosis, fibrosis tubular intersticial, y fallo
renal subsiguiente (Della VM et al, 2000, Da Silva JL et al, 2001, Abraham NG
et al, 2009).

A nivel molecular, la mayor parte de las vias que han sido implicadas en el
dafio vascular y renal desencadenado por la hiperglucemia, convergen en la

sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ERO). Como ya se ha

19



Introduccion

mencionado, la induccibn de la HO-1 ha demostrado ser un elemento
importante de la defensa antioxidante del organismo con acciones protectoras
sobre la vasculatura y el rifion en la diabetes experimental de varias semanas
(Abraham NG et al, 2009).

Una gran cantidad de datos experimentales sustentan el papel regulador
de la HO en la hemodinamica renal y la funcion excretora (L/ N et al, 2007),
que parece ser mas importante en condiciones patolégicas donde se induce la
sobreexpresion de la HO-1 (Aizawa T et al, 2000, Abraham NG et al, 2009). Se
ha demostrado, que el CO administrado exdgenamente produce dilatacion de
las arteriolas pre-glomerulares aisladas, e incrementa el flujo sanguineo renal
(FSR) y la tasa de filtracion glomerular (TFG) en animales anestesiados (Arregui
B et al, 2004, Botros FT et al, 2005, Rodriguez F et al 2003).

A traveés de la inhibicién farmacoldgica de la HO, nuestro grupo y otros
investigadores, hemos demostramos que la reduccion de la actividad de la HO
renal genera vasoconstriccion, tanto /n vivo como /n vitro, la cual es suprimida
por la presencia de sustancias donantes de CO (Arregui B et al, 2004;
Rodriguez F et al, 2003).

Ademas, la administracion de un inhibidor de la HO puede potenciar la
vasoconstriccion renal, e incluso producir incrementos de presion intra-luminal
en arterias renales aisladas (Rodriguez F et al, 2003; Kaide JI et al 2001).
Todos estos estudios llevaron a considerar al CO como un vasodilatador
enddgeno que se opone, ademas, a la vasoconstriccidn de origen miogénico en
la circulacion renal. A diferencia de la situacion fisiologica, la induccion
farmacoldgica de la expresion de HO-1 atenua la respuesta autorreguladora de
la arteriola aferente, a través de la via de produccion del CO y de la activacion
de la guanilato ciclasa (Botros FT et al, 2008). Conjuntamente a sus efectos
vasculares, el CO puede ejercer efectos tubulares directos actuando sobre
canales ionicos reguladores del transporte de sodio y fluidos en el asa
ascendente de Henle (Wang T et al, 2003).

Un ejemplo de compuestos que inhiben la HO son el grupo de las
metaloporfirinas, y dentro de ellas la mesoporfirina de estafio cuya funcion es la

de fijarse a la HO mas avidamente que el propio factor hemo, bloqueando de
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esta manera el acceso del sustrato natural al punto de fijacion de la enzima e
inhibiendo asi la degradacion del factor hemo y por consiguiente la produccion
de bilirrubina (Drummond GS et al, 1987). Puesto que estos compuestos
carecen de hierro, no pueden fijar el oxigeno, impidiendo asi su trasformacion
mediante una reaccion de oxidacién en bilirrubina por la enzima HO, lo que
provoca que permanezcan intactos hasta su excrecion.

En condiciones de DM-1, la sobreinduccion de HO-1 parece ser
citoprotectora y beneficiosa frente al dafio vascular ocasionado por mecanismos
que implican la mayor produccion de CO, asi como los antioxidantes bilirrubina
y biliverdina, las cuales secuestran al anién superéxido o activan la superéxido
dismutasa extracelular, y con ello contribuyen a la menor disponibilidad del
pro-oxidante grupo hemo. Se ha demostrado que la insercion del gen HO-1
humano en células endoteliales atenud el estrés oxidativo mediado por la
glucosa, el dafio en el ADN y la muerte celular (Sacerdoti D et al, 2005).

Dado que el CO puede promover vasodilatacion renal, podria disminuir la
reactividad vascular a estimulos miogénicos o vasoconstrictores enddgenos e
influenciar el transporte tubular renal, es posible suponer que la
sobreproduccion de CO por el rifibn diabético origine cambios hemodinamicos
y/o excretores que contribuyen a las anormalidades funcionales presentes en
estadios iniciales de una DM-1. Por ello, el tercer objetivo especifico de la
presente Tesis Doctoral fue Analizar los efectos sobre la funcion
hemodinamica renal de la inhibicion aguda de /la actividad de HO, con
la mesoporfirina de estafio, en animales control y con una DM-1, en

presencia o ausencia de Tempol, para reducir el estrés oxidativo.
2.2 SULFURO DE HIDROGENO

Tal y como se ha descrito anteriormente, el CO y el NO desempefian
funciones vitales en situaciones fisiolégicas normales y sobre todo en

situaciones fisiopatoldgicas. Sin embargo, en la ultima década, a estas dos

moléculas se les ha afiadido una tercera, el sulfuro de hidrégeno (SH>).
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El SH, se sintetiza en gran cantidad de células de mamiferos, y al igual
que ocurre con el NO y el CO, sus efectos fisiologicos podrian derivar de la
interaccion con diversas moléculas de sefializacion celular (7oohey JI et al,
1989).

El papel fisiologico del SH.> fue propuesto inicialmente en base a que
facilitaba la induccion de la potenciacion a largo plazo del hipocampo
mejorando la actividad de los receptores de N-metil-d-aspartato (NMDA) (Abe
K. Et al, 1996), regulando el estado redox y manteniendo el equilibrio
excitatorio / inhibitorio en la neurotransmision (7rjpatara P et al, 2008).
Posteriormente, se demostré que el SH, también ejercia acciones relajantes
sobre el musculo liso vascular al activar los canales de K* dependientes de
adenosina trifosfato (ATP), y en los que participaba el Ca? * (Mustafa AK. et al,
2011), asi como su implicacion directa en la liberacion de insulina y la
angiogénesis (Kimura H, 2014).

Todas estas acciones fisiolégicas han sugerido su participacion directa en
diversos procesos de sefializacion, sin embargo, a pesar de los numerosos
estudios que ponen de manifiesto sus multiples efectos fisiologicos, los

mecanismos de sus acciones alin no han sido totalmente definidos.

2.2.1 GENERACION ENDOGENA Y METABOLISMO DEL SH..

El SH> es sintetizado endégenamente a partir del amino&cido L-cisteina
por las enzimas cistationina B-sintasa (CBS), cistationina y-liasa (CGL) y en
menor medida por la 3-mercaptopiruvato sulfotransferasa (3-MST) en una gran
variedad de tejidos de mamiferos (Wang R et al, 2002, Tripatara P et al, 2008).
Los sustratos de CBS y CGL son homocisteina y cistationina respectivamente; el
sustrato de 3-MST es el 3-mercaptopiruvato, que se produce a partir de L-

cisteina (Wang R et al, 2012; Malgorzata | et al, 2016).
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El SH> ejerce sus efectos bioloégicos a través varios mecanismos,
incluyendo la modificacion postranscripcional de cisteina en varias enzimas, por
un proceso denominado S-sulfhidratacion. El azufre de la cisteina puede
metabolizarse a través de dos vias principales: la via anaerdbica, en la que
participarian la CBS, la CSE y el 3-MST; y una via aerdbica que produce sulfatos
y taurina (Malgorzata 1. et al, 2016). La via anaerbbica de conversion de L-
cisteina puede iniciarse por una reaccion de transaminacion, que a su vez
estaria catalizada por cisteina amino transferasa (CAT), dando lugar a la
conversion de L-cisteina a 3-mercaptopiruvato. Ademas, se ha observado que
éste ultimo compuesto se produce también en algunos tejidos por la accién del
enzima D-aminoacido oxidasa (DAQO) sobre la propia cisteina (Shibuya N. et al,
2013). El 3-mercaptopiruvato puede desempefiar el papel de un donante de
azufre para diferentes aceptores nucleofilicos, incluyendo los grupos sulfhidrilo

de ciertas proteinas.
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Otra via de formacion de SH> se asocia con la conversion de cistina en
persulfuro de cisteina denominada tiocisteina, en una reaccion catalizada por la
CGL dependiente de piridoxal fosfato y CBS (Cavallini D et al, 1960); a su vez la
tiocistina puede ejercer de sustrato para la Rodanasa mitocondrial (tiosulfato
sulfurotransferasa) produciendo finalmente SH>.

La actividad de estas dos enzimas contribuiria, presumiblemente, a las
relativamente altas concentraciones de SH> detectadas en tejidos de
mamiferos, como producto final de la CBS y la CGL (Yamamoto et al, 2012). El
SH> ejerce, ademas, un efecto de retroalimentacion negativo sobre la actividad
de ambas enzimas, por tanto la elevacién de la concentracion de SH2 produciria
la inhibicién de la actividad catalitica de la CGL y de la tasa gluconeogénica a
partir de cisteina (Wang R. et al, 2011).

Las vias enzimaticas para la produccion de SH> son especificas de cada
tejido. En algunos tejidos la CBS y la CGL coexisten, mientras que en otros,
predomina solo una de ellas. En higado, rifidn, intestino delgado, (Bhatia M et
al, 2005) corazon (Yang et al, 2008) y pancreas (Finkelstein et al, 2003;
Yamamoto et al, 2013), la CGL es la mayoritaria (Malgorzata I et al, 2016). Por
su parte, la CBS ha sido aislada en el cerebro, higado, pancreas (Kaneko et al,
2006) y rinon (Yusuf M et al, 2005, Yamamoto J et al, 2013). Concretamente
en el riidn, se ha detectado la presencia tanto de CBS como de CGL,
principalmente en los tubulos proximales (House JD et al, 1997; Ishii et al,
2004),; no obstante, la produccion y los mecanismos de accion del SH, a nivel

renal siguen estando por determinar.

2.2.2 ACCIONES FISIOLOGICAS DEL SULFURO DE HIDROGENO.
ALTERACIONES DE SU PRODUCCION.

Las propiedades fisiologicas del SH> endogeno son similares a las de otros
transmisores gaseosos. Al igual que el NO, el SH> funciona como un factor de
relajacion derivado de las células endoteliales (Mustafa AK et al, 2011).

Las enzimas responsables de la produccion del SH> han sido analizadas en

los sistemas cardiovascular, nervioso, inmunoldgico, renal, respiratorio,
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gastrointestinal, reproductivo, hepético y endocrino (Wang R et al, 2003; Xia M
et al, 2009). Por lo que la alteracion en la produccion del SH2, podria contribuir
significativamente al correcto funcionamiento de estos sistemas.

La produccion enddégena de SH: parece estar implicada en la
neurotransmision (Wang R et al, 2002), la angiogénesis (Papapetropoulos A et
al, 2009; Bos EM et al, 2013), la relajacion vascular (Yamamoto J et al, 2013),
la regulacion de la actividad proteica (Mustafa AK et al, 2009), la proliferacion
celular y la apoptosis (Yang G et al, 2004).

A nivel renal, los efectos del SH> se manifiestan principalmente con
cambios en la funcién vascular, asi como en las funciones tubulares. Entre las
funciones tubulares, se ha observado que el SH> podria ser el responsable de
promover un aumento de la tasa de filtraciéon glomerular (TFG) y la disminucion
de la reabsorcion tubular de sodio (Beltowski J et al, 2010). Dada su implicacion
en los procesos fisioldgicos descritos anteriormente, no es de extrafiar que la
alteracion de su produccion sea responsable de una gran variedad de
alteraciones metabolicas.

Estudios previos han puesto de manifiesto que la produccion endogena del
SH2 podria ser la responsable de la cicatrizacién de Ulceras gastricas (Wallace
JL et al, 2007). Ademas, su produccion enddgena ha demostrado ser capaz de
atenuar las lesiones producidas por un infarto de miocardio y mejorar la
cicatrizacion de ulceras en ratones (Elrod JW et al, 2007). Recientemente se ha
demostrado, que una disminucion de los niveles endégenos de SH> podria
provocar gloméruloesclerosis asociada a hiperhomocisteinemia en ratones (Sen
U et al, 2009). En este mismo estudio, la administracion de NaHS mejoro el
dafo renal producido en estos animales.

Todo ello proporciona evidencias de que tanto el SH> que se sintetiza
enddégenamente, como el administrado de forma exdgena, podria tener un

papel crucial en las funciones vasculares (Zhao W et al, 2001).
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2.2.3 ACCIONES DEL SULFURO DE HIDROGENO DURANTE LA
ISQUEMIA-REPERFUSION.

La isquemia-reperfusion (IR) es una de las causas mas comunes de
fracaso renal agudo. La lesion producida por una IR renal es una condicién
clinica grave asociada a diversos procesos fisiopatolégicos, tales como
trasplantes renales, shock hemorragico, cirugia vascular, nefrectomia parcial o
traumatismos severos (Anaya-Prado R et al, 2002). Ademas, esta intimamente
asociado a un mal prondstico, a largo plazo, en lo que a funcion renal se refiere
(Boom H. et al, 2000). Recientemente ha sido puesto de manifiesto que la
isquemia producida durante un transplante renal, es responsable del fracaso
funcional primario en un 20-30 % de los casos (Zhibin X. et al, 2009). Las
lesiones producidas por un estado de isquemia reperfusion renal suponen una
de las principales causas de insuficiencia renal aguda y estan directamente
relacionadas con el desarrollo y progresion de enfermedad renal crénica (Zhibin
X et al 2009; Salom MG et al, 2007).

Las lesiones ocasionadas por una isquemia-reperfusion (IR) se inician con
la propia isquemia renal que conduce a la activacion de neutrofilos y la
liberacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Salom et al, 2007). Ademas,
la posterior reperfusion potencia el dafio renal mediante el inicio de una
respuesta inflamatoria compleja, que implica mediadores vasculares vy
humorales, lo que contribuye a la necrosis y la apoptosis de las células
tubulares renales, el edema celular y la obstruccion tubular renal (Hosgood SA
et al, 2010; zhu J et al, 2012). En tejidos isquémicos, la hipoxia aumenta la
actividad de la caspasa, la cual provoca la acumulacién intracelular de Ca?*
provocando la muerte celular (Ozbilgin S et al, 2016).

Trabajos previos han demostrado que el SH> puede ser cardioprotector,
neuromodulador y protector en ciertas situaciones que cursan con estados de
hipoxia prolongados (Kimura Y et al, 2004, Wang R et al, 2012).
Recientemente, se le han atribuido propiedades protectoras en diversos
modelos de isquemia, incluyendo cerebro, intestino, pulmén, higado y

miocardio a través de acciones antioxidantes y antiapoptoticas (L/ L et al, 2006;
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Bos EM et al, 2012). Concretamente, se ha observado que la defieciencia o
ausencia de los genes relacionados con la CGL en ratones, predisponia a
padecer lesiones renales irreversibles tras una IR y que la administracion
exogena de SH: reducia la morbilidad y mortalidad de estos animales ( 7rjpatara
P et al, 2008, Bos EM et al, 2013).

Diversos estudios han demostrado que el aumento de la produccion de
ERO producidas durante la isquemia renal, son las responsables de la
disfuncién endotelial que acompafia al proceso isquémico. Ademas, en el
periodo post-isquémico, el estrés oxidativo puede ser el factor determinante en
el deterioro de la funcién renal (Salom et al. 2007). Junto al aumento en la
produccion de ERO, la activacion de ciertas citocinas y quimiocinas (Kim et al,
2012) podrian contribuir a la potenciacion del dafio renal producido por el
proceso de isquemia.

Los mecanismos por los cuales la formacion de ERO contribuyen a la
progresion del dafio renal producido tras una IR pueden ser los siguientes:
inducen la peroxidacion de lipidos, provocan la disfuncién de ciertas proteinas,
alteran la estructura celular y su integridad, contribuyen a la ruptura del ADN y
la produccion de ciertas respuestas inflamatorias (Bonventre JV et al, 1993;
Dobashi K et al, 2000; Kim JlI et al, 2013).

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio han demostrado
que la isquemia renal produce un aumento significativo en las concentraciones
de NO medular, el cual se mantiene durante la isquemia y retorna a niveles
pre-isquémicos durante la reperfusion (Salom MG et al, 2005). Estos trabajos
han concluido que la isquemia renal va acompafiada de un aumento de las
ERO, que son los responsables de la inactivacion del 6xido nitrico (NO) y la
formacion de peroxinitrito, para finalmente producir la disfuncion endotelial
caracteristica de este proceso (Salom et al, 2007).

El tratamiento exdgeno con SH> podria inducir un estado hipometabodlico,
similar al producido en un estado de hibernacién (Bos EM et al, 2009). El
mecanismo involucrado en este caso, seria la reduccion de la actividad
mitocondrial mediante la union reversible al citocromo ¢ oxidasa de la cadena

respiratoria, reduciendo asi el consumo de oxigeno mitocondrial y su potencial
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de membrana (Yong R et al, 2001, Elrod JW et al 2007). A su vez, la menor
demanda de oxigeno tras el tratamiento con SH podria ser el responsable de
los efectos protectores que se le atribuyen a esta sustancia en pocesos de IR
(Elrod JV et al, 2007, Bos et al, 2009).

Ademas, el SH> administrado exdgenamente podria desempefar una
funcion desintoxicante durante el estrés oxidativo neutralizando la formacion de
ERO y especies reactivas de nitrogeno, propias de un proceso isquémico
mediante la recuperacion de los niveles de glutation (Kimura Y et al, 2010; Bos
EM et al, 2012) e incluso por eliminacion directa de las ERO producidas en las
mitocondrias, junto a la supresion del aumento excesivo de las concentraciones
intracelulares de Ca?* (Kimura Y et al, 2013; Kimura H. 2014). Aln con todo
ello, el papel del SH> durante la IR renal sigue estando por esclarecer.

Con estos antecedentes, se plantea el objetivo de analizar el papel

del SH2 y sus vias enzimaticas tras una isquemia reperfusion renal.

2.2.4 DETECCION ENDOGENA DE LAS CONCENTRACIONES DE
SULFURO DE HIDROGENO.

La determinacion de las concentraciones de SH> es fundamental para
analizar la contribucién de este transmisor gaseoso en la isquemia renal, asi
como la correlacion de sus niveles con los cambios fisiopatoldgicos observados.

El rango fisiolégico en condiciones normales ha sido estimado entre 10-
100 uM, tanto en animales como en humanos (Hyspler R et al, 2002; Wang R
et al, 2012). Sin embargo, otros estudios afirman que los niveles de sulfuro
plasmatico muestran valores inferiores a 0,55 uM (Sparatore A et al, 2009) e
incluso algunos autores han sido incapaces de detectar SH> en sangre mediante
sensores polarograficos (Whitefield NL et al, 2008). Conviene destacar, que
estos sensores detectan Unicamente gas libre, por lo que los valores obtenidos
podrian ser mas bajos que los reales.

Las discrepancias entre los estudios realizados con los sensores
polarograficos, han provocado que actualmente se utilicen electrodos

especificos para detectar iones azufre. Estos electrodos tienen un limite de
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deteccion de 1-10uM. Ademas, son capaces de detectar el azufre total
incluyendo sus formas 4&cidas, unidas o libres. Esta cualidad, los hace
adecuados para mediciones en sangre, tejidos y medios de cultivo (Wang R et
al, 2012). Por ello, la presente Tesis Doctoral propone como objetivo, la
medida in vivo de /os niveles renales de SH-» mediante un

microélectrodo selectivo.
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3. HIPOTESIS

La activacion del sistema hemooxigenasa, principalmente a través de la
induccion de la HO-1, derivada de los altos niveles de estrés oxidativo,
contribuye a la regulacion de la hemodinamica renal en la disfuncién renal

asociada a una diabetes tipo-1.
La isquemia renal induce un incremento de los niveles tisulares de SH», que

puede prevenir del fallo renal agudo subsecuente a una isquemia-

reperfusion renal.
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4. OBJETIVOS

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral, fue analizar la
importancia funcional del sistema  Hemooxigenasa (HO) y de la ruta
biosintética que conduce a la produccion de SH», como parte de los
mecanismos que contribuyen a la regulacion de la hemodinamica renal en dos
modelos experimentales de disfuncion renal: diabetes mellitus tipo-1 (DM-1) e

isquemia/reperfusion renal.

Los objetivos especificos planteados son los siguientes:

I. Caracterizar el estado del sistema hemooxigenasa renal en términos de
expresion de las isoformas HO-1 y HO-2, y niveles de éxido nitrico, en
una en una fase precoz de DM1 experimental en ratas SD tratadas con

estreptozotocina.

Il. Determinar la importancia de los niveles de estrés oxidativo, sobre el
estado del sistema HO renal, y los niveles de NO /17 vivo, en animales
control y diabéticos por administracion de estreptozotocina, en estadios

iniciales de la enfermedad.

IIl.  Analizar los efectos sobre la funciébn hemodinamica renal de la inhibicién
aguda de la actividad de HO, con la mesoporfirina de estafio, en
animales control y con una DM-1, en presencia o ausencia de Tempol

para reducir el estrés oxidativo.

IV. Determinar /n vivo los niveles de sulfuro de hidrogeno (SH2) generados
en la corteza del rifidn izquierdo, durante una isquemia renal de 45

minutos y una reperfusion de 60 minutos.

V. Evaluar el papel del SH> y, de las vias enzimaticas responsables de su
sintesis, en el fallo organico subsiguiente a una isquemia/reperfusion

renal.

37






MATERIAL
Y
METODQS







Material vy Métodos

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Para todos los protocolos experimentales se han utilizado ratas macho
Sprague-Dawley (SD) con pesos comprendidos entre 270 = 30 gr, procedentes
del animalario de la Universidad de Murcia. Estas ratas se mantuvieron con una
dieta estandar y libre acceso al agua de bebida, en un ciclo constante de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad.

Los protocolos experimentales cumplen lo dispuesto en la normativa
legal vigente sobre proteccion de animales utilizados para experimentacion y
otros fines cientificos, asi como su explotacion, transporte y sacrificio (Real
Decreto 53/2013) aprobados en las Directivas Europeas vigentes (Directiva
2010/63/CE). Los procedimientos de experimentacién que aqui se incluyen,
estan aprobados por el Comité de Etica de Experimentacion Animal de la

Universidad de Murcia.

5.2 INDUCCION DE LA DIABETES MELLITUS TIPO 1.

Como herramienta para el estudio de los factores hemodinamicos que
participan en el origen y progresion de la enfermedad renal diabética,
utilizamos un modelo de diabetes experimental insulino-dependiente que
implica la administracion de un toxico especifico de las células beta
pancreaticas, la estreptozotocina (STZ). Este modelo reproduce la mayoria de
los cambios estructurales y funcionales de la diabetes renal. Para ello, se les
administrd por via intravenosa una solucion de STZ (65 mg/kg) (Carbonell LF et
al., 1987) en dosis Unica disuelta en citrato sédico (Sigma Aldrich, Co) a pH=
4,5, o bien Unicamente este ultimo (vehiculo).

Ademas, se monitorizaron la comida y bebida diaria ingerida por los

animales durante todo el procedimiento (Tablas 1).
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Para evaluar el papel del estrés nitrosativo, tras 48 horas desde la
administraciéon de STZ o del vehiculo, las ratas control y diabéticas, recibieron
un tratamiento cronico con un analogo de la enzima superdxido dismutasa
(SOD) durante 12 dias, el 4-hidroxi-tempo (Tempol, 1 mmol / |, en el agua de
bebida) (Chen YJ et al, 2008). Dado que la ingesta de agua fue mayor en los
animales diabéticos que en los animales control, se ajustd la concentracién de
Tempol en el agua de bebida, para igualar la dosis con respecto a los animales
control (33,5 £ 0,7 mg / dia, n=11 en ratas control y 34,5 + 0,3 mg / dia, n =

14, en ratas diabéticas).

5.2.1 DETERMINACION DE GLUCOSA EN SANGRE.

Para controlar los niveles de glucemia y evitar la cetosis en las ratas
tratadas con STZ, se realizaron controles diarios de glucosa en sangre mediante
un medidor comercial (Breeze 2, Bayer, Espafia). Para ello, la muestra de
sangre se tomé de la cola y cada vez que se realiz6 un medicion de glucemia
capilar se siguié la misma secuencia: apertura del glucémetro para introducir el
disco con las tiras reactivas, extraccion de la tira que se iba a usar, introduccion
de la lanceta, puncién en la cola presionando el botdén azul y absorcién de la
sangre por capilaridad. El glucometro utilizado anicamente permitia mediciones
de 10 a 600 mg/dl de glucosa en sangre.

El funcionamiento del glucometro consiste en que la sangre penetra por
capilaridad en la tira reactiva hasta el conducto interno, donde se encuentra el
reactivo. A través de un microvoltaje generado por el medidor, se produce la
reaccion quimica de la sangre con la enzima de la tira reactiva (glucosa oxidasa
y ferrocianuro de potasio); esta enzima oxida a la glucosa presente en la
muestra, generando una corriente de electrones hacia el medidor, proporcional

a la cantidad de analito (glucosa) generando un valor numérico en mg/dl.
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5.2.2 CUANTIFICACION DE LA HEMOGLOBINA GLICOSILADA
(HbALc).

Ademas de realizar controles glucémicos diarios, se midié la HbAlc el dia
del sacrificio para obtener el nivel promedio de glucosa en sangre durante los
14 dias de diabetes. Se trata de un importante marcador del estado metabdlico
a largo plazo en pacientes diabéticos y puede usarse como meétodo fiable para
su deteccion (Bode BW et al, 2007). La HbAlc es el resultado de una reaccién
lenta, no enzimatica e irreversible relacionada con la concentracién de glucosa
en sangre y la vida media del eritrocito (de 90 a 120 dias en el humano y de 45
a 50 dias en la rata). En esta reaccion no mediada por enzimas, se produce una
unién entre la hemoglobina del eritrocito y la glucosa circulante. Por ello, su
concentracion plasmatica es estable y directamente proporcional a la
concentracion de glucosa (Giller Y et al, 2013). De este modo, la prueba nos
permite obtener el nivel promedio de glucemia durante los ultimos 45 a 50 dias
en ratas, no requiriendo un estado de ayuno previo y presentando una baja
variabilidad individual (Bode BW et al, 2007).

La medicion se efectué6 empleado un dispositivo AC1Now+ (Bayer,
Espafia) que utiliza el método de cromatografia liquida (HPLC) para el analisis
(Weykamp CW et al, 1993). La muestra se tomo de la parte distal de la cola de
las ratas y se utilizaron los componentes del kit AC1Now+ siguiendo las
instrucciones del fabricante. En primer lugar, se lleno el colector de sangre por
capilaridad, se introdujo en el cuerpo del muestreador, que contenia
ferrocianuro en una solucién de detergente amortiguada, y se agito de 6 a 8
veces. Una vez mezclada la sangre con la solucién, se coloc6 verticalmente
sobre una superficie plana durante 2 minutos. Posteriormente, el cartucho, con
anticuerpos contra HbAlc, se insert6 en el monitor. Se retird la base del
muestreador, para depositarla sobre el cartucho y comenzar el andlisis. El

resultado se obtuvo tras 5 minutos.
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5.3 EXPRESION DE LAS ISOFORMAS DE LA HEMO-OXIGENASA
RENAL.

Tras 14 dias desde la inyeccion de la STZ (65mg/kg 1V), se extrajeron los
rifones de cada rata, separandose corteza y meédula renal. Para ello, se
descapsulo el rifidn cuidadosamente, mediante unas pinzas de punta fina.
Posteriormente se realizaron cortes transversales con una hoja de bisturi. Con
la ayuda de un microscopio (Olympus SZ-40) y unas tijeras especializadas, se
separ6 cada una de las partes.

Una vez obtenidas la corteza y la médula renal se mantuvieron en una
solucion fria de PBS y se conservaron a -80°C. Para determinar la expresion de
la HO-1 y la HO-2, se determind la concentracion de proteinas y se realiz6 un
Western Blot (apartado 5.4).

El protocolo experimental descrito fue realizado en los siguientes grupos

experimentales:

1) Ratas Sprague Dawley control de tres meses de edad(HO-1,
n=11; HO-2, n=12)

2) Ratas Sprague Dawley control tratadas con Tempol (ImM) en
agua de bebida durante 12 dias (HO-1, n=4; HO-2, n=4).

3) Ratas Sprague Dawley tratadas con STZ (65 mg/kg) para
inducir la diabetes tipo-1 (HO-1, n=11; HO-2, n=12).

4) Ratas Sprague —Dawley tratadas con STZ (65 mg/kg) para
inducir la diabetes tipo-1 y suplementadas con Tempol (1

mMol) (HO-1, n=11; HO-2, n=9).
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5.4 ELECTRO-INMUNOTRANSFERENCIA ( WESTERN BLOTTING).

5.4.1 EXTRACCION Y PREPARACION DE LOS HOMOGENEIZADOS DE
TEJIDO.

El nivel de expresién de enzimas serd analizado en el tejido cortical renal
de animales control y tras el tratamiento con STZ. Tras su recogida, los tejidos
serdn conservados a -80° en nitrégeno liquido, para su posterior
homogenizacion y determinacion. Se utilizaran anticuerpos especificos para los
niveles de expresién de la HO-1 y la HO-2.

El dia de su procesado, el tejido cortical renal se homogeneizé en solucion
fria de RIPA buffer que contiene 50 mM de NaCl, 1,0% de IGEPAL CA-630,
0,5% de desoxicolato de sodio, 0,1% de SDS, 50 mM de Tris a pH 8,0. Las
proteinas del tejido cortical aislado fueron extraidas por homogenizacion en
Tris-HCI buffer a pH 7,4 conteniendo 1% NP-40, 0,25% deoxycolato sédico,
1Immol/L EDTA y 10% de un inhibidor de proteasas y PMSF 1mM (Sigma
Aldrich, Saint-Louis, EEUU). Los homogeneizados fueron entonces centrifugados
(10,000g durante 30 min) y los sobrenadantes procedentes de la corteza y

médula renal, fueron almacenados a -20°C para su posterior utilizacion.

5.4.2 DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE PROTEINAS Y
PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

El ensayo realizado esta basado en el método Bradford (1976) y consistio
en determinar la concentracion de proteinas solubles. Para ello, adicionamos un
colorante &cido, Coomassie brilliant blue G-250 (BioRad) a la solucion de
proteinas. La absorbancia méaxima para una solucion acida del colorante de
Coomassie cambia de 465 nm a 595 nm cuando se produce la unién con las
proteinas. El colorante de Coomassie se une principalmente a los residuos de
aminoacidos basicos y aromaticos, especialmente arginina. Posteriormente,
comparamos los resultados obtenidos con una curva estandar obteniendo una

medicion relativa de la concentracion de proteinas.
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5.4.3 ELECTROFORESIS.

Las proteinas fueron separadas mediante electroforesis reductora en un
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Se utiliz6 una cubeta de electroforesis
vertical, usando geles al 12,5% (Criterion Precast Gel). Para que los resultados
fueran comparables, se cargd la misma cantidad de proteinas por calle para
todas las muestras objeto del estudio. La cantidad de proteina establecida fue
de 40 ng prot/calle. A estas se afiadi6 una cantidad de tampdn de carga,
correspondiente a una diluciéon 1:2 con respecto a la cantidad de proteina. El
tampon de carga se prepard a una concentracion de 0,5% de mercaptoetanol
en buffer Laemmli (Biorad Technologies) para la desnaturalizacién proteica.
Ademas, se afiadio un marcador de precision colorimétrico para la deteccion de
proteinas (BioRad technologies), cuyo rango 6ptimo era entre 10-250 kD.

Una vez afadido el marcador y todas las muestras, se reservd una calle
para el control positivo. En el caso de la HO-1, se consideré una disolucion
compuesta por un 10% de proteina, 50 % del tampodn de carga y 40 % de agua
destilada como dicho control. En el caso de la HO-2 se utilizo una dilucion 1:1
de proteinas y tampdn de carga (Rodriguez F et al, 2003; Roddriguez F et al,
2004).

Posteriormente, se calentaron las muestras durante 5 minutos a 90°C.Una
vez transcurrido el tiempo, las muestras estaban listas para ser cargadas en el
gel o bien ser guardadas a -80°C para ensayos posteriores.

Seguidamente se monté la cubeta de los geles y se virtié el tampon de
electroforesis (Running Buffer), compuesto por Tris 50mM, glicina 384mM vy
SDS al 2% hasta cubrir practicamente los geles pero sin que hubiera
comunicacion entre los compartimentos interior y exterior. Se separaron las
proteinas conectando los electrodos a una fuente eléctrica y se separaron las
muestras aplicando un voltaje constante (200mV). La separacion se detuvo en

el momento en que el azul de bromofenol alcanzé el extremo inferior del gel.
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5.4.4 TRANSFERENCIA WESTERN BLOTTING Y DETECCION
INMUNOQUIMICA.

Tras su separacion en gel, las muestras se transfirieron mediante un
sistema humedo a membranas Inmuno-Blot de PVDF previamente activadas en
metanol y finalmente en agua destilada. La transferencia se realiz6 en frio, a
400mA durante 1,5 horas en una cubeta de transferencia Trans-Blot (BioRad),
utilizando un tampén de transferencia preparado de la siguiente forma: 70% de
agua destilada, 20% de metanol y 10% de tampon transferencia 10X (30,3g de
Tris HCl y 136,75 g de glicina en 500 ml de agua destilada).

Una vez concluida la transferencia se procedio al bloqueo de la membrana
durante 1 hora a temperatura ambiente o bien toda la noche a 4°C en TBS-T
(0,05%) con 5% de leche desnatada en polvo y en agitacion.

Finalizado el blogueo, se incubd la membrana con los anticuerpos primario
y secundario en TBS-T con leche desnatada en polvo al 5%, a temperatura
ambiente durante 1 hora y con agitacion continua; los anticuerpos primarios
utilizados fueron anticuerpos especificos de la HO-1 (Enzo Life Sciences) y HO-2
(MBL international). Como control de carga se empled la actina.

Finalmente se revel6 la membrana utilizando un kit de bioluminescencia,
ECL Plus (Amersham Biosciences. Littles CHalfont, UK). Las peliculas fueron
analizadas por un scanner de imagen de modo variable Typhoon 9410
(Amersham Biosciences) y las bandas de proteinas fueron cuantificadas

mediante densitometria, usando el software Scion Image.
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ANTICUERPOS 5 . CASA
DETECCION DILUCION
PRIMARIOS COMERCIAL
Raton Anti-OH-
Enzo Life
1, monoclonal. HO-1 1/1000 )
) Sciences
Isotipo 1gG2b
Conejo Anti- MBL
OH-2, policlonal HO-2 1/1000 international
(36kDa) corporation
Raton Péptido amino
monoclonal terminal de B- 1/3000 Fisher Scientific
Isotipo 19gG2b actina
ANTICUERPOS . CASA
DILUCION
SECUNDARIOS COMERCIAL
Anti-raton
Enzo Life
19G,Fab 2 1/2000 )
Sciences
(cabra)
Anti-conejo 19G
) 1/2000 (HO-1) y )
peroxidasa Sigma
) 1/4000 (B- )
policlonal ) Aldrich
actina)
(cabra)

5.5 DETERMINACION DEL CONTENIDO RENAL DE NITROTIROSINA.

Dado que el NO y el anién superdxido reaccionan rapidamente para dar
peroxinitrito y que dentro de sus acciones se encuentra la nitrosilacion de
residuos de tirosina de las proteinas, la elevacién de nitrotirosina en tejidos se

ha utilizado habitualmente como un indice indirecto de estrés oxidativo debido
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a la formacion de peroxinitrito (Rodriguez F et al, 2010). Para la medida de la
nitrotirosina renal en homogenizados de corteza y médula, se cuantifico la
cantidad de proteinas nitrosiladas como indicador de la formacion de
peroxinitritos, empleando un test ELISA para nitrotirosina (Hycult
biotechnology; Uden, The Netherland). La nitrosilacion del aminoacido tirosina
se produce tanto para la tirosina libre como para la tirosina unida a proteinas.

El test ELISA es un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima en fase
solida. Las muestras de tejido cortical y medular, se incuban en los pocillos. En
estos esta presente un anticuerpo con biotina que enlaza con la nitrotirosina. A
su vez, el conjugado estreptavidina-peroxidasa se unird igualmente al
anticuerpo biotinilado y reaccionara con el sustrato, la tetrametilbenzidina
(TMB). La reaccion enzimética se detiene mediante la adicion de acido citrico.

Previamente a la realizacion del ensayo, se determino la cantidad de
proteinas presentes en cada una de las muestras que se analizaron (apartado
5.4.2), procedentes de la médula y la corteza renal. A continuacion, se afiadio a
cada uno de los pocillos una cantidad conocida de proteina, asi como el
anticuerpo con biotina en proporcién 1:1. Una vez transcurrido el tiempo
necesario para que tuviera lugar la reaccion, se fueron afadiendo la
estreptavidina y la TMB. Posteriormente, se midié la absorbancia a 450 nm.
Representando la absorbancia a esta longitud de onda, frente a las
correspondientes concentraciones (logaritmo), se obtuvo una curva estandar
que nos permitid obtener los valores de nitrotirosina renal (pmol/mg de
proteina).

El protocolo experimental descrito fue realizado en los siguientes grupos

experimentales:

1) Ratas Sprague Dawley control de tres meses de edad (n=12).

2) Ratas Sprague Dawley control tratadas con Tempol (ImM) en
agua de bebida durante 12 dias (n=9)

3) Ratas Sprague Dawley tratadas con STZ (65 mg/kg) para
inducir diabetes tipo-1 (n=8).
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4) Ratas Sprague Dawley tratadas con STZ (65 mg/kg) para
inducir diabetes tipo-1 y suplementadas con Tempol (1 mMol)
(n=11).

5.6 MEDIDA IN VIVO DE LA CONCENTRACION CORTICAL RENAL DE
OXIDO NITRICO (NO).

5.6.1 CALIBRACION DEL MICROSENSOR DE OXIDO NITRICO.

Las medidas de NO en la corteza renal se obtuvieron mediante un
electrodo previamente calibrado. Para ello se emple6 un sistema de tres
electrodos; el sensor de NO ejercia como el electrodo de trabajo, un fino
alambre de platino como electrodo auxiliar y un alambre de Plata/ Cloruro de
plata fue empleado como electrodo de referencia. Se utilizaron los siguientes
parametros con respecto a la voltametria diferencial de doble pulso: el rango
del potencial de 0,0-1,0 V, la velocidad de barrido de 10mV/s, el pulso 1 de
50mVx60ms, el pulso 2 de 80mVx60 ms, la duracion del pre-pulso de 100ms y
el tiempo de reposo de 180ms. Bajo estas condiciones, las soluciones de NO
producen un pico de oxidacion a 650mV.

Las fibras de carbono (30 micras; Textron) estaban sujetas a un alambre
de cobre con pegamento de plata, acoplado a través de la apertura de una
micropipeta de vidrio y sellado mediante resina epoxi. A continuacién, los
electrodos fueron sometidos a una fuente calor controlado a 50° C durante 24
horas. Una vez realizado el montaje, se les aplicé una corriente de onda
triangular (70 Hz, 2,5 V / 30 s) seguido de un potencial constante (1,6 V / 20
s) en una disolucion de PBS con un pH de 7,4. Posteriormente, las puntas de
los micro-electrodos se cubrieron con seis capas de Nafion (5% en alcoholes
alifaticos; Sigma Aldrich). Por ultimo, se introdujeron las puntas en una
disolucion de diclorhidrato de o-fenilendiamina (5 mmol /1 en 0,1 M PBS) y a su

vez se aplico un potencial constante (0,9 V vs. referencia Ag / AgCl durante 120

S).
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Estudios previos han demostrado que estos micro-electrodos son
altamente especificos y selectivos para las medida NO (Pontie M et al, 2000). La
corriente de oxidacion del NO especifica se detecta a un potencial de 0,65 V y
la altura del pico es proporcional a la concentracion de NO en el medio.

Estos sensores se calibraron usando una solucion de PBS NO-saturada en
condiciones anaerobias a 37 ° C. Esta técnica se ha validado previamente en
nuestro laboratorio para medir los niveles de NO tejido renal (Salom MG et al,
2005). Para medir NO renal, se manipuld, mediante un microforceps, una
pequefia porciéon de la capsula renal (<1 mm?), de manera que el micro-
electrodo se insertd directamente en la corteza renal a una profundidad de 1-
1,5 mm, sin hemorragia visible. El electrodo de referencia y los electrodos
auxiliares se colocaron en el soporte renal, en estrecho contacto con el rifién, y
se bafiaron en PBS caliente a 37 ° C (Lopez B et al, 2003; Salom MG et al,
2005).
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Calibracion tipica de un microelectrodo de 6xido nitrico (NO): registros
voltamétricos obtenidos con concentraciones crecientes de una solucién de NO pura
(Salom MG et al, 2005).
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Recta de calibracion y coeficiente de correlacion lineal calculado utilizando el valor
del pico de la altura media obtenido a partir de 3 curvas consecutivas, que preceden
a la inyeccion de cada una de las diferentes concentraciones de NO utilizadas para la

calibracion del electrodo (Salom MG et al, 2005).

5.6.2 MEDIDA DE LA CONCENTRACION CORTICAL RENAL DE NO EN
ANIMALES CONTROL Y DIABETICOS TRAS EL TRATAMIENTO
CRONICO CON TEMPOL.

Las ratas se prepararon quirargicamente siguiendo un procedimiento
similar al descrito en el apartado 5.7. A continuacion, se realizd una laparotomia
y se aparté el paquete intestinal, de manera que quedara expuesto el rifidn
izquierdo. Posteriormente, el rifidon se coloco en una copa de metacrilato, donde
se acomodo e inmovilizod con la ayuda de suero salino atemperado. Mediante el
uso de un micromanipulador (Kanetec), se insert6 en la corteza renal un micro-
electrodo de fibra de carbono selectivo para el NO. El sensor estaba conectado
a un potenciostato (ISO-NO Mark II, WPI) y a su vez a un sistema de
adquisicion de datos computerizado. Esta técnica de medida de NO mediante
voltametria diferencial, ha sido validada previamente en trabajos anteriores

realizados en nuestro laboratorio (Salom MG et al, 2005).
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El protocolo experimental descrito fue realizado en los siguientes grupos

experimentales:

1) Ratas Sprague Dawley control de tres meses de edad (n=10).

2) Ratas Sprague Dawley control tratadas con Tempol (ImM) en
agua de bebida durante 12 dias (n=8)

3) Ratas Sprague Dawley tratadas con STZ (65 mg/kg) para
inducir la diabetes tipo-1 (n=10).

4) Ratas Sprague Dawley tratadas con STZ (65 mg/kg) para
inducir la diabetes tipo-1 y suplementadas con Tempol (1
mMol) (n=4).

5.7 PROCEDIMIENTO QUIRURGICO GENERAL PARA DETERMINAR LA
FUNCION HEMODINAMICA RENAL EN RATAS ANESTESIADAS.

Previamente a la intervencién, los animales fueron sometidos a un ayuno
de 24 horas pero sin limitacion en el acceso al agua de bebida. Las ratas fueron
pesadas y anestesiadas mediante una inyeccion intramuscular de ketamina
(Ketamidor RichterPharma) a razén de 30 mg/kg y Tiopental (Braun Vetcare)
por via intraperitoneal (50 mg/kg); posteriormente se les rasuré la zona
abdominal, la parte anterior del cuello y la zona inguinal. A continuacién se les
colocé en una mesa termostatizada para mantener estable la temperatura
corporal en torno a los 36+ 0,5°C; la temperatura se monitorizé durante todo el
procedimiento mediante el uso de un termometro digital ubicado en el recto.
Por ultimo, las extremidades se fijaron a la tabla con el objeto de facilitar la
cirugia.

Se realiz6 una traqueotomia mediante una incision longitudinal en la linea
media de la cara anterior del cuello, se separaron los haces musculares y se
accedié a la traguea; tras su diseccion se realiz6 un corte entre dos anillos

traqueales, por donde se introdujo una canula de polietileno (2mm de diametro
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interior) con el fin de mantener libre la via respiratoria y evitar el acumulo de
secreciones.

A continuacion, se realizd una incision en la zona inguinal izquierda, y se
separé la grasa subcutanea por diseccion roma, de manera que quedaran
expuestas la arteria y la vena femoral, rodeada de algunas fibras nerviosas. Con
la ayuda de un microscopio estereoscopico (Olympus SZ-40), un iluminador de
luz fria (Euromex EK-1) y unas pinzas de punta roma se disecaron, separando
cuidadosamente el paquete vasculo-nervioso de sus fascias y aislando vena y
arteria. La arteria se roded por tres hilos de sutura de lino 4-0 (LorcaMarin,
Espafia). Uno de los hilos se anud6 distalmente, otro se tensd proximalmente
para cortar el flujo sanguineo y el dltimo se anudo, sin llegar a apretarlo
totalmente, y se dejo junto al situado en posicion distal. Se realiz6 un pequefio
corte en la arteria y mientras se abrié con unas pinzas uno de sus labios, con
otras se introdujo en el orificio un catéter de polietileno (580 um de didmetro
interno, 965 um de diametro externo, 15cm de longitud y con el extremo a
insertar adelgazado por calor), previamente lleno de solucion salina isotonica
heparinizada (heparina Rovi S.A. 10 U.l./ml), se anudo a su alrededor el ultimo
hilo de sutura, se liber6 el hilo proximal que cortaba el flujo sanguineo y con la
ayuda de dos pinzas se hizo progresar el catéter hasta situarlo en la iliaca
comun o final de la aorta abdominal. El catéter se conecto a un transductor de
presion (Minebea 2412PS, USA) el cual estaba unido a un sistema
computerizado de medida de la presion arterial; mediante este catéter, se pudo
monitorizar el hematocrito del animal a lo largo de todo el experimento,
ademas de obtener muestras de plasma arterial. Una vez se comprobd la
correcta ubicacion del catéter, su permeabilidad, asi como una Optima sefal de
presion, se anudaron completamente las ligaduras alrededor del mismo para
fijarlo y evitar movimientos indeseados.

El mismo procedimiento se siguié con la vena femoral derecha. En este
caso, el catéter (580 um de diametro interno, 965 um de diametro externo,
15cm de longitud ) se conecté a una bomba de jeringa (ProSense NE-1000) a

través de la cual los animales comenzaron a recibir, desde el mismo momento
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de la cateterizacion, una infusion salina isotonica (Grifols, cloruro sodico 0,9%)
con un 2 % de albamina de suero bovino (Sigma Aldrich Co.) y con 3H-inulina
(New England Nuclear, 1uCi/mL) para la obtencion de los valores de tasa de
filtracion glomerular (TFG) tal y como se describié en trabajos anteriores
llevados a cabo en nuestro laboratorio (Ldpez B et al, 2001, Rodriguez F et al,
2003).

Posteriormente, se efectué una incision longitudinal en el abdomen, desde
el apéndice xifoides hasta la altura de la vejiga urinaria. Después se llevo a
cabo otra incision en sentido transversal, en la hemipared izquierda, a la altura
de la parte inferior de la parrilla costal. Para evitar hemorragias que pudieran
dificultar el procedimiento, se ligaron con una sutura quirargica estéril de 2-0
(LorcaMarin, S.A.) los vasos costales que discurrieran por dicha zona. Para
facilitar la manipulacion de la zona renal izquierda, el paquete intestinal se
introdujo por debajo de la hemipared derecha, envolviéndolo en una gasa
impregnada con suero fisioldgico. Se realiz6 un corte en la cUpula vesical para
que el rifion derecho pudiera drenar. Con el fin de obtener muestras de orina,
se realizd un fino corte en la parte superior de la vejiga urinaria drenando la
orina existente. A continuacién, se introdujo un catéter de polietileno de 580
um de diametro interno, 965 um de diametro externo, 15cm de longitud y con
el extremo a insertar sometido al calor para una mejor adaptacién. Una vez
situado en el interior de la vejiga, se inmovilizé con lino 4-0 y se comprobd su
permeabilidad. En la arteria renal izquierda se ajustd una sonda
electromagnética (Transonic Flowprobe, NY, USA) conectada a un fluxémetro
que midio el flujo sanguineo renal.

Una vez finalizada la preparacion quirdrgica, mediante tubos de
microhematocrito heparinizados (longitud: 751 mm, diametro interno:
1,15+0,05 mm, didmetro externo: 1,55+0,05 mm), se extrajeron 3 muestras
de sangre arterial para valorar el hematocrito. En caso de hemoconcentracion,
se corrigid6 mediante administracién de albumina de suero bovino al 6 % por la
vena femoral (aproximadamente 0,5 mL de albumina por cada punto de

hematocrito) y se ajustd en torno a un 44%.

55



Material vy Métodos

5.8 EFECTOS DE LA INHIBICION AGUDA DE LA HO EN LA FUNCION
HEMODINAMICA RENAL DE RATAS ANESTESIADAS CONTROLES Y
DIABETICAS, POR ADMINISTRACION DE STZ .

Para analizar los cambios en los parametros hemodindmicos renales se
realizaron experimentos de funcién renal en los grupos de ratas macho
controles y diabéticas, con y sin tratamiento crénico de Tempol, a través del
agua de bebida (1 mmol/L). Para ello se procedi6 de manera similar a la
preparacion quirargica general descrita anteriormente y tras el correspondiente
periodo de estabilizacién postquirdrgico, se administré por via intravenosa
mesoporfirina de estafio (SnMP, Frontier Scientific) a una dosis de 40
umoles/kg (Rodriguez F et al, 2003). Se ha demostrado que las
metaloporfirinas que inhiben la HO, disminuyen el flujo sanguineo medular
renal en ratas normales (Zou AP et al, 2000) y el flujo sanguineo renal total en
ratas con hipoxia crénica (O'Donaughy TL et al, 2000). Estos hallazgos sugieren
que los productos de la reaccion catalizada por la HO, podrian contribuir a los
mecanismos vasodilatadores renales.

Para la utilizaciébn de la SnMP, se prepar6 una disolucion de ésta en
Na>COsz , a una concentracion de 50 mmol/L (Sigma Aldrich, Co). A
continuacién se aplicaron ultrasonidos para evitar precipitados, junto a una
filtracion clarificante justo antes de su uso. Debido a la fotosensibilidad de las
porfirinas, se prepararon soluciones SNMP y se realizaron los experimentos bajo
condiciones de luz reducida (Rodriguez F et al, 2003).

Una vez terminado el procedimiento quirdrgico, se procedié a un periodo
de estabilizacion de 90 minutos. Durante el cual, se monitorizo el hematocrito
de la rata y la PAM. Transcurrido ese tiempo, se realizaron dos aclaramientos
renales control de 10 minutos, con 5 minutos de diferencia entre ellos. A
continuacion, se administr6 la SnMP por via intravenosa (40 umoles/kg).
Transcurridos 45 minutos, tiempo suficiente para que el compuesto ejerciera su
efecto, se realizaron dos aclaramientos renales experimentales de manera

similar a los que se realizaron durante el periodo control.
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Protocolo experimental para la determinacion de la funcion renal tras la inhibicion

de la HO por administracion de mesoporfirina de estafio (SnMP, 40 umoles/kg).

El protocolo experimental descrito fue realizado en los siguientes grupos

experimentales:

1

2)

3)

4)

5)

6)

Ratas Sprague-Dawley control anestesiadas y con
administracion intravenosa de vehiculo NaCOs, ( 50mM),
(n=7). Grupo 1.

Ratas Sprague Dawley control anestesiadas y con
administracion intravenosa de SnMP ( 40umol/kg), (n=11).
Grupo 2.

Ratas Sprague Dawley control anestesiadas y con
administracion intravenosa de SnMP ( 40umol/kg), sometidas
durante los 12 dias previos a la administracion de Tempol
(ImMol) en el agua de bebida (n=8).Grupo 3.

Ratas Sprague Dawley tratadas con STZ (65 mg/kg),
anestesiadas y con administracién intravenosa de vehiculo
Na>COsz, ( 50mM), (n=8). Grupo 4.

Ratas Sprague Dawley tratadas con STZ (65 mg/kg),
anestesiadas y con administracion intravenosa de SnMP (
50umol/kg), (n=8). Grupo 5.

Ratas Sprague Dawley tratadas con STZ (65 mg/kg),

anestesiadas y con administracion intravenosa de SnMP (
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50pumol/kg), sometidas durante los 12 dias previos a la
administracion de Tempol (ImMol) en el agua de bebida
(n=8). Grupo 6.

5.9 ESTUDIO DE LAS ACCIONES DEL SULFURO DE HIDROGENO
SOBRE LA FUNCION RENAL.

5.9.1 CALIBRACION DEL MICROELECTRODO SELECTIVO PARA EL
SULFURO DE HIDROGENO.

El microsensor de SH> es un sensor amperomeétrico miniaturizado con una
referencia interna y un anodo de proteccion. El sensor estd conectado a un
picoamperémetro de alta sensibilidad y el anodo estd polarizado contra la
referencia interna. El SH> del medio es impulsado por la presion parcial externa,
penetrando a través de la membrana por la punta del sensor. En la solucién de
electrolitos, los iones SH se oxidan inmediatamente, produciendo sulfuro y
ferrocianuro.

La sefal del sensor se genera mediante la reoxidacion del ferrocianuro en
el anodo, localizado en el extremo del sensor (Jeroschewski P et al., 1996). El
picoamperdémetro convierte la corriente de reduccion resultante en una sefial de
voltaje. El electrodo de proteccidn interno esta polarizado para el SHz y ayuda a
mantener una proporcion constante de ferri- a ferro cianuro, minimizando asi la
corriente cero. Para evitar procesos de fotodegradacion, el microsensor de SH>
debe mantenerse lo mas alejado posible de la luz ultravioleta y azul del
espectro visible.

La calibracion del microelectrodo selectivo de SH> debe realizarse una vez
estabilizada la sefial, para ello se dej6 sumergido en agua sin electrolitos 24
horas antes del proceso de calibracion y en condiciones de oscuridad. Durante
ese tiempo, el microelectrodo estaba conectado a un dispositivo computerizado
de adquisicion de datos, en su version de picoamperémetros.

Transcurridas 24 horas, se prepard una solucién madre de sulfuro (0,01M

sulfuros totales), la cual se obtuvo disolviendo 0,22g NaS * 9 H20 en 100 ml
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de agua en condiciones anaerobicas y con arrastre de N2 en un recipiente
tapado (Bewick et al, 1952, Cline J et al, 1969). A continuacion, se preparo la
solucion de calibracion consistente en una disolucion de HCI al 10% libre de
oxigeno y con un pH de 3,5. Una vez preparadas ambas disoluciones y con el
microelectrodo despolarizado, se sumergio en la solucion de calibracion y se
monitoriz6 a 36,5 °C. Una vez estabilizado, se obtuvo la sefial correspondiente
al punto 0, a continuacién se fueron inyectando, mediante una microjeringa de
vidrio, concentraciones crecientes de la solucién madre, obteniéndose la recta

de calibracion representada en la gréfica.

Signal (m*)

S00 1000 1500 2000 2500 3000 3.500 4000 4500 5000 5500 6.000
Walue (nmald)

Recta de calibracion tipica obtenida del software Unysense Co, para el
microelectrodo selectivo de SHz. El eje Y muestra la sefial en mV obtenida a

concentraciones crecientes de SH2 (eje X). Coeficiente de correlacion : r=0,9871.

5.9.2 MEDIDA [/N-VIVO DE LA CONCENTRACION RENAL DE
SULFURO DE HIDROGENO.

A estos grupos de animales se les realizO un procedimiento quirdrgico
similar al descrito en el apartado 5.7, sin embargo en este caso se diseco la
arteria femoral izquierda para la administracion intrarrenal de los farmacos
(Lopez B et al 2001, Lopez B et al 2003). Con el objeto de evitar que los

cambios en el tono simpatico provocaran modificaciones en la funcion renal, se
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denervo el rifion izquierdo aplicando cuidadosamente una solucién de fenol
(Sigma-Aldrich Co.) al 10% en etanol absoluto (Panreac Quimica Sau, Espafa)
sobre la arteria renal.

La arteria se cateteriz6 de forma similar a la descrita anteriormente,
insertando un catéter de polietileno (200 um de diametro interno, 500 um de
diametro externo, 20 cm de longitud y con extremo a insertar adelgazado por
calor) que se hizo progresar a través de la aorta abdominal hasta insertarlo en
la arteria renal izquierda. El catéter se conecté a una bomba peristaltica
(Watson Marlow 505-S) que se fij6 a una tasa de infusion de 3mL/h y a través
de la cual se administré solucion salina (grupo 12), sulfhidrato de sodio (NaHS,
1 mg/kg) (grupol3), donante de grupos sulfhidrilo; L-cisteina (L-cis, 50 mg/kg)
(grupo 14), sustrato enzimatico; acido aminooxiacético (AOAA, 3 mg/kg)(grupo
15), un inhibidor de la cistationina -sintasa; propargilglicina (PPG, 40 mg/kg)
(grupo 16), un inhibidor de la cistationina Y-liasa y AOAA+PPG (grupo 17). La
infusidn restante, hasta completar una tasa de infusion final de 2 mL/100g/h,

se realizd a través de la vena femoral derecha.

FARMACOS MECANISMO
) DOSIS ABREVIATURA
ADMINISTRADOS DE ACCION
Sulfhidrato de Donante de 1mg/kg NaHS
sodio grupos
sulfhidrilo
Sustrato 50mg/kg L-cis
L-cisteina) enzimatico
para el SH2
Acido Inhibidor de 3mg/kg AOAA
aminooxiacético la CBS
L Inhibidor de 40mg/kg PPG
Propargilglicina
la CGL
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Una vez finalizada la laparotomia y apartado el paquete intestinal, se
disecé el rifion izquierdo separédndolo de la grasa perirrenal y de la glandula
suprarrenal, de forma que quedara sujeto Unicamente por las estructuras del
hilio renal. A continuacion se coloc6 en una copa de metacrilato, en donde se
acomodo, inmovilizé y mantuvo a una temperatura de 36 + 0,5 °C a lo largo de
todo el experimento, con la ayuda de suero salino atemperado. Con el rifién
correctamente posicionado, y mediante el uso de un micromanipulador
(Kanetec) se insertd en la corteza renal un microelectrodo de fibra de vidrio
selectivo para el SH> (Unisense A/S) de 100um de diametro, a una profundidad
de 1,5 mm. El sensor estaba conectado a un sistema de adquisicion de datos
computerizado que previamente habia sido calibrado (apartado 5.9.1). Tras
comprobar la lectura estable del microsensor, y con el objetivo de evitar
movimientos inoportunos del rifidén, se prepard una disoluciéon de agar (Sigma
Aldrich) al 1% en solucion salina y se dejo enfriar hasta una temperatura de
37°C, a continuacion mediante una pipeta pasteur se colocd el agar
cuidadosamente sobre la copa de metacrilato y el rifion, de forma que éste
guedara inmovilizado y se obtuviera una lectura estable de las concentraciones
de SHa.

Tras la cirugia, se dejé un periodo de 90 minutos de estabilizacion vy
posteriormente, durante el periodo pre-isquémico, se realizd un primer
aclaramiento previo a la administracion intrarrenal de los farmacos. Después de
30 minutos, se procedio a la interrupcion del flujo sanguineo mediante un
dispositivo de cierre (Clamp). Durante los 45 minutos de isquemia, se
analizaron 9 periodos de 5 minutos. A continuacion, se retiré el clamp y se

analizé el periodo de reperfusién durante 6 periodos de 10 minutos cada uno.
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ESTABILIZACION PRE-ISQUEMIA ISQUEMIA REPERFUSION

< 3 -+ e > € >
- -
a0’ 10° 307 457 60’

Protocolo experimental para determinar la concentracion cortical renal del SH-
in vivo.

El protocolo experimental descrito fue realizado en los siguientes grupos

experimentales:

1) Ratas Sprague Dawley control de tres meses de edad (n=5).

2) Ratas Sprague Dawley tratadas con sulfhidrato de sodio
(NaHS, 1mg/kg) por via intrarrenal (n=6).

3) Ratas Sprague Dawley tratadas con L-cisteina (L-cis, 50mg/kg)
por via intrarrenal (n=5).

4) Ratas Sprague Dawley tratadas con acido aminooxiacético
(AOAA, 3mg/kg) por via intrarrenal (n=3).

5) Ratas Sprague Dawley tratadas con propargilglicina (PPG, 40
mg/kg) (n=3).

6) Ratas Sprague Dawley tratadas con PPG + AOAA (n=6).

5.9.3 VALORACION DE LA FUNCION A LAS 24 HORAS DE LA
ISQUEMIA-REPERFUSION RENAL.

En este caso, los animales fueron anestesiados con isofluorano (Abbot
Laboratories, Espafia) por via inhalatoria, pues tanto la induccion vy
particularmente la recuperacion después de la anestesia son rapidas. Para ello
se utilizd un circuito cerrado de anestesia que consta de un vaporizador

regulado, en el que se introduce el isofluorano en estado liquido y una corriente
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de flujo de oxigeno controlada por un rotdmero. El vaporizador anade
anestésico al flujo de gas en una proporcion controlable entre 0-5%.

Una vez anestesiados, se les rasuré la parte anterior del cuello asi como la
zona costal izquierda y se les coloc6 en una mesa termostatizada.
Posteriormente, se realizd6 una pequefia incision a nivel de la vena yugular
izquierda, en la cual se administraron: solucién vehiculo (suero fisioldgico
0,9%) ( grupo 7, n=6); sulfhidrato de sodio (NaHS), como donante de grupos
sulfhidrilo (grupo 8, n=13) (1 mg/kg); L-cisteina (L-cis, 50 mg/kg) (grupo 9,
n=7) como sustrato enzimatico; propargilglicina (PPG, 40 mg/kg) un inhibidor
de la cistationina Y-liasa (CGL) junto a acido aminooxiacético (AOAA, 3 mg/kg)
(Sigma Aldrich Co) un inhibidor la cistationina B-sintasa (CBS) (grupo 10, n=5)
y AOAA+PPG+L-cis (grupo 11, n=5). Transcurridos 15 minutos (periodo
suficiente para que los farmacos ejerzan plenamente su efecto), se realizé una
pequefa incision en la zona intercostal izquierda, quedando expuesto el rifion
izquierdo. A continuacion, mediante un clamp tipo Blalock se procedi6 a la
isquemia total de la arteria y la vena renal izquierda durante un periodo de 45
minutos.

Transcurridas 24 horas, se anestesi0 a los animales con ketamina
intramuscular (30 mg/kg) y tiopental (50 mg/kg); posteriormente se realizdé un
procedimiento similar al descrito en el apartado 5.7, con la diferencia de que en
este caso Unicamente cateterizamos la arteria y vena femoral derecha. Ademas,
para obtener muestras de orina del rifidn izquierdo, se disec6 su uréter al nivel
de su tercio medio y se realiz6 un corte en su pared, por donde se introdujo un
catéter de polietileno (580 pm de didmetro interno, 965 um de didmetro
externo, 15cm de longitud y extremo a insertar adelgazado por calor) que se
inmovilizé con lino 4-0.

Una vez finalizado el periodo de estabilizacion postquirdrgico, se
realizaron dos aclaramientos de 10 minutos con un intervalo entre ellos de 15
minutos.

El protocolo experimental descrito fue realizado en los siguientes grupos

experimentales:
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1) Ratas Sprague —Dawley control de tres meses de edad (n=6).
Grupo 7.

2) Ratas Sprague Dawley tratadas con sulfhidrato de sodio
(NaHS, 1mg/kg) por via intravenosal (n=13). Grupo 8.

3) Ratas Sprague Dawley tratadas con L-cisteina (L-cis, 50mg/kg)
por via intravenosa (n=7). Grupo 9

4) Ratas Sprague —Dawley tratadas con acido aminooxiacético
(AOAA, 3mg/kg) y propargilglicina (PPG, 40mg/kg) por via
intravenosa (n=5). Grupo 10.

5) Ratas Sprague —Dawley tratadas con PPG + AOAA+ L-cis
(n=5). Grupo 11.

5.10 DETERMINACIONES ANALITICAS. TECNICAS DE MEDIDA.
5.10.1 MEDIDA DEL FLUJO SANGUINEO RENAL.

En la presente Tesis Doctoral, el FSR se ha determinado mediante la
utilizacion de sondas electromagnéticas de 0,7-0,8 mm de didmetro interior,
conectadas a un fluximetro electromagnético (Skalar MDL-1401).

5.10.2 FLUJO URINARIO

El volumen de orina se ha determinado gravimétricamente: la orina de
cada periodo es recogida en tubos previamente pesados en una balanza de
precision (Mettler, AB54). Una vez terminado el periodo, se pesaron los tubos vy,

considerando la densidad de la orina igual a la del agua, se calcula el flujo de

orina con arreglo a la siguiente formula:

PL-Pv

FO=
T * Pr
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Siendo:

+« FO= Flujo de orina (ul/min/g)u

« PL = Peso del tubo lleno (ug)

« PV = Peso del tubo vacio (ug)

% T = tiempo de duracién del periodo (min)

% PR = Peso del rifién (g)

5.10.3 HEMATOCRITO.

Para la determinacién del hematocrito, se recoge sangre de la canula
arterial en dos capilares heparinizados de 75 mm de longitud (Brand); una vez
llenos, se tapona uno de los extremos con plastilina y se centrifugan ( Hermle,
Z230HA) a 10.000 revoluciones por minuto durante 5 minutos, con lo que se
consigue separar la fraccion plasmatica de la columna de hematies. A
continuacion, se colocan los capilares en un lector de hematocritos (Grigel), que

indica el porcentaje del contenido del capilar que corresponde a los hematies.

5.10.4 TASA DE FILTRACION GLOMERULAR.

La tasa de filtracion glomerular se determind calculando el aclaramiento de
inulina marcada con tritio (3H-Inulina, New England Nuclear). La 2H-Inulina se
administra en la infusion junto al suero y la albimina en concentracion 1uCi/ml.
La radioactividad presente en plasma y orina se mide en un contador de
centelleo liquido (Betamatic, Kontron). El aclaramiento de Inulina o, lo que es lo

mismo, la tasa de filtracion glomerular, se calcul6 de la siguiente forma:

[U] * FO

TFG =
Pi
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Siendo:

% TFG = Tasa de filtracion glomerular (ul/min/g)
% [Ui] = Concentracién urinaria de Inulina
« Py = Concentracion Plasmatica de Inulina

% FO = Flujo de orina (ul/min/g)

5.11 ANALISIS ESTADISTICO.

En todos los grupos de animales estudiados se ha representado el valor
medio * el error estandar de cada periodo. El estudio de las diferencias entre
las medidas de un mismo grupo y entre grupos se ha realizado mediante un
analisis de varianza (dos vias) para medidas repetidas (ANOVA), seguido
también del test de la T de Fisher para determinacion de diferencias
significativas entre ellas. Otros datos fueron analizados mediante el test T de
Student para observaciones pareadas. Consideramos que la diferencia entre

medidas es estadisticamente significativa cuando p < 0,05.
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6. RESULTADOS

Los resultados que se presentan a continuacion son la media zerror
estandar de cada uno de los parametros analizados durante los diferentes
periodos experimentales, en los animales de cada grupo. Los datos de
seguimiento de los animales para la monitorizacion del consumo de agua,
comida y niveles de glucemia, corresponden al valor medio de cada parametro
recogido durante la semana previa al experimento agudo.

En los experimentos disefiados para analizar la funcion renal, los valores
del periodo control y del periodo experimental recogidos en los grupos 1-11, se
han obtenido calculando el valor medio de los dos aclaramientos renales
realizados en las mismas condiciones. Los valores correspondientes a las
concentraciones de NO y SH», son la media £ error estandar obtenidos en cada
uno de los periodos individuales, realizados en las mismas condiciones.

En el caso de los experimentos en los que se analizé la expresion de las
proteinas HO-1 y HO-2 en el tejido renal, se muestran los resultados obtenidos
por densitometria, asi como el ratio entre la medida de la densidad Optica
obtenida en la bandas correspondientes a cada isoforma de la hemo-oxigenasa
y la obtenida de las bandas correspondientes de beta-actina, usada como

control de carga.

6.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS ANIMALES.

6.1.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS RATAS
CONTROL Y DIABETICAS, CON Y SIN
TRATAMIENTO CRONICO DE TEMPOL.

En la Tabla 1 se representan los resultados correspondientes a las
caracteristicas generales de los grupos analizados, durante el periodo de
seguimiento previo a la realizacion del experimento agudo de funcion renal, o
de recogida de tejidos. Como puede observarse, transcurridas dos semanas

desde la induccion de la diabetes, las caracteristicas basales de los grupos
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analizados diferian considerablemente. Comparado con el grupo control, los
animales tratados con STZ, mostraron niveles significativamente elevados de
glucosa, y signos tipicos de una diabetes no controlada tales como, polidipsia,
aumento de la ingesta de comida y una mayor relacion entre el peso
corporal/peso rifién (tabla 1). Como indice de mal control glucémico, se observo
que los valores de hemoglobina glicosilada (HbAlc; %), tras 14 dias de la
induccion de la diabetes, fueron significativamente mayores (p<0,01) en los
grupos de animales tratados con STZ (14 0,6%; n=7) comparados con el
grupo control (6£0,5%; n=10). Cabe destacar, que el tratamiento con Tempol
(ImMol) durante 12 dias, no modificoO ninguno de estos parametros tanto en

animales control como en animales con diabetes tipo-1.

6.2 EXPRESION RENAL DE LAS ISOFORMAS DE LA HO (HO-1 y HO-2)
EN ANIMALES CONTROL Y DIABETICOS, CON Y SIN
TRATAMIENTO CRONICO DE TEMPOL.

En la figura 1 podemos observar los datos correspondientes a la expresion
renal de la proteina HO-1 en relacion a la expresion de la beta actina (control
de carga) analizada por western blot, en los grupos control y STZ, tratados o
no, con el antioxidante Tempol en el agua de bebida. Tal y como muestra el
panel B, la expresion de la proteina HO-1, medida con unidades arbitrarias, y
en relacion a la expresion de B-actina, mostro valores significativamente
mayores en animales tratados con STZ que en animales control (0,31 +0,05 vs
0,13 £0,03, respectivamente). Ademas, la induccidn de la expresion proteica de
HO-1, fue prevenida en animales tratados previamente con el analogo de la
superoxido dismutasa, Tempol, afiadido en el agua de bebida (0,19 + 0,02).

Como era esperable, la expresion de la isoforma constitutiva HO-2 fue
muy similar en los animales diabéticos y los animales sin diabetes, tanto en
presencia como en ausencia del tratamiento con Tempol (figura 1, paneles Ay
B). Cabe destacar, que el tratamiento con Tempol no tuvo ningun efecto sobre
la expresion de las proteinas HO-1 o HO-2 en relacion a la encontrada en

animales control sin tratamiento.
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Por tanto, la administracion de STZ en ratas SD, no modifico la expresion
de la proteina HO-2, pero aumentd considerablemente la expresion de la
isoforma HO-1. Este efecto fue bloqueado por el tratamiento crénico

simultaneo con Tempol, para reducir el estrés oxidativo.
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FIGURA 1. A) Expresion de la hemo-oxigenasa (HO) -1, -2 y la B-actina (control de
carga) por inmunotransferencia de proteinas procedentes de rifiones de ratas
control (HO-1, n= 11; HO-2, n=12), control con Tempol (HO-1, n= 4; HO-2, n=4) o
estreptozotocina (STZ) (HO-1, n=11; HO-2, n=12) y STZ con Tempol (HO-1, n=11;
HO-2, n=9). B) Las graficas muestran los datos de densitometria, que representan la
relacion entre la densidad de las isoformas de la HO y las bandas de pB-actina en
cada grupo. T representa P<O0,05 con respecto al valor correspondiente a los
animales control; * representa P < 0,05 frente a los animales con STZ y sin

tratamiento con Tempol.
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6.3 CONTENIDO DE NITROTIROSINA RENAL EN ANIMALES CONTROL
Y DIABETICOS, CON Y SIN TRATAMIENTO CRONICO DE TEMPOL.

La figura 2 representa los valores correspondientes al contenido renal de
nitrotirosina obtenida del tejido renal homogeneizado de los distintos grupos
experimentales. Los datos se muestran como concentracion de proteinas
nitrosiladas por mg de proteina. Como puede observarse, la concentracion de
proteinas nitrosiladas en los rifilones de los animales diabéticos fue mayor
(p<0,05) que la determinada en el tejido renal procedente de animales control
(6,43 = 0,57 pmol/mg de proteina vs. 4,37 £ 0,35 pmol/mg de proteina,
respectivamente). El tratamiento crénico con Tempol en el agua de bebida,
previno el incremento de la nitrotirosina renal en los rifiones de los animales
diabéticos, los cuales mostraron niveles similares de proteinas nitrosiladas a los
observados en los animales control (3,8 £ 0,4 pmol/mg de proteina vs. 4.3 +
0,3, pmol/mg de proteina, respectivamente). Adicionalmente, la administracion
de Tempol en animales control, no afect6 a los niveles renales de nitrotirosina
comparados con el grupo control sin tratamiento.

Por consiguiente, la administracion de STZ a ratas SD, provocd un
aumento considerable de la concentracion renal de proteinas nitrosiladas, como
indice de formacion de peroxinitrito, y de estrés oxidativo. Estos efectos fueron
blogqueados por el tratamiento cronico simultaneo con Tempol, administrado en

el agua de bebida, durante los 12 dias previos al experimento agudo.
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FIGURA 2. Contenido de nitrotirosina en el homogeneizado renal obtenido de las
ratas control (n = 12), control suplementado con Tempol (n =9), STZ(n=8) y
STZ con Tempol (n = 11). T representa P<0,05 con respecto al valor obtenido en
los animales del grupo control. * representa P <0,05 frente animales STZ sin

tratamiento con Tempol.

6.4 CONCENTRACION IN VIVO DE OXIDO NITRICO EN LA CORTEZA
RENAL DE RATAS CONTROL Y DIABETICAS CON Y SIN
ADMINISTRACION CRONICA DE TEMPOL (1mmol/L) EN EL
AGUA DE BEBIDA.

La figura 3 muestra un ejemplo representativo de las curvas voltamétricas
individuales obtenidas para la medida “/n vivd’ de la concentraciéon de NO en
animales anestesiados control y STZ, con y sin tratamiento simultdneo con
Tempol, para reducir el estrés oxidativo. Cabe sefialar, que en estas imégenes,
la altura del pico obtenida a 650mV es proporcional a la concentracion medida
de Ooxido nitrico (NO) en el tejido en cuestion (figura 3).

Como puede observarse en la figura 4, la determinacién in vivo de la
concentracion renal de 6xido nitrico, mostro diferencias entre los diferentes

grupos experimentales. Asi, las concentraciones basales de NO, encontradas en
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la corteza renal de ratas diabéticas (259449 nmol/L), fueron significativamente
menores que las concentraciones de NO en animales control (666 * 92
nmol/L). Sorprendentemente, la administracion crénica de Tempol no previno
la reduccion en los niveles de NO observada en la corteza renal de los animales
diabéticos (301 + 98 nM). Adicionalmente, el tratamiento antioxidante no tuvo
efectos sobre los niveles corticales de NO en el grupo de animales control sin
DM-1, (566 + 92 nM).

Finalmente, a pesar de las diferencias basales obtenidas en los
concentracion de NO en la corteza renal, la administracion aguda del inhibidor
de la HO (SnMP) no tuvo efectos, sobre los niveles de NO en el periodo basal.
Las concentraciones de NO (en nmol/l) fueron de 476 £ 88 vs 498+86, n=4;
periodo basal y SnMP, respectivamente en animales control; y de 174+46 vs
244 +46; periodo basal y SnMP, respectivamente, en animales tratados con

STZ; p>0.05 en todos los casos.
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FIGURA 3: Representacion de las curvas voltamétricas individuales observadas en
condiciones basales en animales control , STZ y STZ +Tempol. La altura del pico
obtenido a 650 mV es proporcional a la concentracion de 6xido nitrico (NO) presente

en el tejido cortical renal.
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FIGURA 4. Niveles corticales renales (nM) de NO en animales control (n = 10),
control con Tempol (n = 8), STZ (n = 10) o STZ con Tempol (n = 4). Los resultados
corresponden a las medias = EE. 1 representa P < 0,05 con respecto al valor

correspondiente a los animales control.
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6.5 EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE STZ (65mg/kg, 1V)
SOBRE LA HEMODINAMICA RENAL Y PAM EN RATAS SPRAGUE
DAWLEY PARA INDUCIR UNA DIABETES TIPO-1.

En la Tabla 2 se muestran los valores correspondientes a los periodos
basales, previos a cualquier tratamiento, de todos los animales controles y
diabéticos, con y sin tratamiento con Tempol. Este procedimiento nos permite
establecer con mayor claridad los efectos de la infusion de STZ, sobre la
hemodinamica renal y PAM.

Como puede observarse en la Tabla 2, cuando se comparan con los
animales control, las ratas tratadas con STZ, para inducir DM-1 mostraron
valores disminuidos de PAM, (113 2 mmHg vs 120 +3 mmHg), de FSR (5.8
+0.3 ml/min vs 7.7 %£0.3 ml/min), y una RVR incrementada (20x1
mmHg/ml/min vs 16 =1 mmHg) con aumentos en la fraccion de filtracion (0.30
+0.03 vs 0.40 £0.02); diabetes vs control, respectivamente, y p<0.05 en todos
los casos.

El tratamiento cronico con Tempol, en el agua de bebida, no tuvo efectos
sobre la PAM ni la hemodinamica renal de los animales del grupo control. Sin
embargo, la administracién de Tempol provocé en los animales diabéticos por
administracion de STZ, en relacion con los animales diabéticos sin tratamiento,
una disminucion significativa de la TFG (1754 £159 vs 2517+145; pL/min/g;
STZ +Tempol vs STZ, respectivamente), con descensos en la fraccion de

filtracién (0.31+0.04 vs 0.40+0.02 STZ+Tempol vs STZ, respectivamente).

6.6 EFECTOS DE LA INHIBICION AGUDA DE LA ACTIVIDAD DE HO
ENDOGENA SOBRE LA HEMODINAMICA RENAL EN RATAS
ANESTESIADAS CONTROLES Y DIABETICAS, CON Y SIN
TRATAMIENTO CRONICO DE TEMPOL.

En las Tablas 3-8 y en las figuras 5-10, se muestran los cambios de PAM,

RVR, FSR y TFG en los grupos de animales control, en respuesta a la
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administraciéon de un inhibidor de la HO (SnMP), o el vehiculo (NaxCOs), y

tratados o no con Tempol (1mM) en el agua de bebida.

= FEfectos sobre la PAM, y la hemodinamica renal de la administracion

intravenosa de NazCOsz en animales control.

Como puede observarse en la Tabla 3 y la figura 5, la administracién del
vehiculo de la SnMP, Na>COsz, no tuvo efecto sobre la PAM ni tampoco sobre la
hemodinamica renal en animales control (tabla 3). De modo que los valores de
PAM o RVR fueron muy similares en el periodo basal, y tras la administracion
de vehiculo, (PAM; 131 =4 mmHg. vs 130 £5 mmHg, respectivamente y RVR
24 £3 mmHg/mi/min vs 23 3 mmHg/ml/min, respectivamente),
constatandose la estabilidad de la preparacién y el mantenimiento de todos los
parametros analizados durante el desarrollo del experimento. Estos hallazgos

descartan que las variaciones observadas fueran consecuencia de las maniobras

quirdrgicas ejecutadas.

GRUPO 1 : CONTROL + NHECﬂﬂ

OBasal OVehiculo OBasal OVehiculo
160 10
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3
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FIGURA 5. La presion arterial media (PAM), el flujo sanguineo renal (FSR), la
resistencia vascular renal (RVR) y la tasa de filtracion glomerular (TFG), antes
(barras azules) y después (barras naranjas) de la administracién de la solucién

vehiculo (Na2COz , 50mM 1V) en ratas control (n = 7).

= FEfectos sobre la PAM, y hemodinamica renal de la administracion

intravenosa de SnMP (40 umol/kg) en animales control.

En la tabla 4 vy la figura 6, se muestran los cambios de PAM y funcién
hemodinamica renal en respuesta a la administracion de un inhibidor de la HO,
SnMP, en los grupos de ratas control, de 3 meses de edad.

Como puede observarse, los valores de PAM tras la administracion de
SnMP (117 2 mmHg) fueron muy similares a los mostrados en el periodo basal
(120 =3 mmHg). Igualmente, como puede observarse en la tabla 4 y la figura
6, los valores de FSR o RVR correspondientes al periodo basal, no difieren
apreciablemente con respecto a los valores obtenidos tras la administracion de
la SnMP (40umol/Kg), para inhibir la actividad de la HO endogena (FSR; 7.5
+0.4 ml/min. vs 7.9£0.5 ml/min; basal vs SnMP, respectivamente o RVR; 16
+1 mmHg/ml/min vs 15 *+1; basal vs SnMP, respectivamente).

En resumen, la administracion intravenosa del inhibidor de HO, SnMP, no
provoco diferencias estadisticamente significativas en la hemodinamica renal ni

en la PAM de los animales del grupo control.
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GRUPO 2: CONTROL + SnMP
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FIGURA 6. La presion arterial media (PAM), el flujo sanguineo renal (FSR), la

resistencia vascular renal (RVR) y la tasa de filtracién glomerular (TFG), antes

(barras azules) y después (barras naranjas) de la administracion de mesoporfirina

de estafio (SNnMP, 40 umol / kg V) en ratas control (n = 11).

» Efectos sobre la PAM, y la hemodindamica renal de la administracion

intravenosa de SnMP (40 umol/kg) en animales control tratados

con Tempol (Immol/L).

En la figura 7 y tabla 5 se representan los cambios de PAM, FSR, RVR y

TFG correspondientes a los periodos basal y tras la administracion de SnMP en

animales control tratados con el antioxidante Tempol en el agua de bebida,
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previamente al experimento agudo. Como puede observarse, la inhibicion
aguda de la HO, mediante la administracion de SnMP, no tuvo efectos sobre el
FSR ni sobre la resistencia vascular renal (RVR), en los grupos de animales
control. Estos animales mostraron valores similares de PAM (120 4 mmHg vs
117 4 mmHg) , FSR (8.0 £0.7 ml/min. vs 8.2+0.7 ml/min) y RVR (15 *1
mmHg/ml/min. vs 15 %2, periodos basal vs SnMP, respectivamente). Sin
embargo, en animales tratados con Tempol, la administracion de SnMP indujo
un descenso (p<0.05) en los valores correspondientes a la TFG, (2105 +121.
puL/min vs 1700+152 uL/min, periodo basal vs SnMP, respectivamente).

Por tanto, el tratamiento previo con Tempol en el grupo de animales
control (figura 7 y tabla 5) no manifest6 alteraciones de la PAM, ni del FSR tras
la administracion de SnMP. Sin embargo, en presencia de Tempol, si se produjo
una disminucion de la TFG tras la administracion de SnMP, en comparacion al

periodo basal.

GRUPO 3: CONTROL TEMPOL + SnMP
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3
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FIGURA 7. La presion arterial media (PAM), el flujo sanguineo renal (FSR), la
resistencia vascular renal (RVR) y la tasa de filtracion glomerular (TFG), antes
(barras azules) y después (barras naranjas) de la administracién de mesoporfirina

de estafio (SNnMP, 40 pmol /kg 1V) en ratas control con Tempol, Immol/L (n = 8).

» Efectos sobre la PAM, y la hemodindamica renal de la administracion

intravenosa de vehiculo Na-COs en animales con diabetes tipo-1.

En la figura 8 y la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos en los
animales a los que les fue inducida la diabetes (grupo 4) y que fueron tratados
con el vehiculo Na2COs. Tal y como se refleja en la figura 8 y la tabla 6, la
administracion del vehiculo en este grupo experimental no provocé
alteraciones de la PAM, FSR o TFG, en comparaciéon con el periodo basal. Estos
resultados aseguran la estabilidad de la preparacion experimental y la
constancia de todos los parametros analizados en relacion al tiempo. De este
modo, los valores de PAM, RVR y TFG fueron en los periodos basal y vehiculo,
respectivamente y en todos los casos: PAM (111 =4 mmHg vs 108 =4 mmHg),
y RVR (21 £1 mmHg/mil/min. vs 22 £2) y TFG (2643 +£97 pL/min vs 2358+148
pL/min).
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GRUPO 4: STZ + Na,CO,
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FIGURA 8. La presion arterial media (PAM), el flujo sanguineo renal (FSR), la
resistencia vascular renal (RVR) y la tasa de filtracion glomerular (TFG), antes
(barras azules) y después (barras naranjas) de la administracién de la solucién

vehiculo (Na2COsz, 50 mM 1V) en ratas tratadas con STZ (n = 8).

= FEfectos sobre la PAM, y hemodinamica renal de la administracion

intravenosa de SnMP en animales con diabetes tipo-1.

En la tabla 7 y en la figura 9 se muestran los cambios de PAM y funcién
hemodinamica renal en respuesta a la administracion de un inhibidor de HO,

SnMP, en los grupos de animales diabéticos de 3 meses de edad. Como puede
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observarse, la inhibicion aguda de la HO produjo una pequefia, aunque
significativa, reduccion de los valores de la PAM (115 3 mmHg vs 108 +3
mmHg, periodo basal vs SnMP, respectivamente) (p<0,05) acompafada de
descensos en la TFG (2400 +£268. uL/min vs 1531+144 yL/min, descensos en el
FSR (6.2 0.4 ml/min. vs 4.2+0.7 ml/min; periodos basal y SnMP,
respectivamente; p<0.05) y un incremento significativo en los valores
correspondientes a la RVR, sin manifestarse alteraciones significativas en la
fraccion de filtracion renal.

Por consiguiente, a diferencia de lo que ocurria en animales control, en los
que la inhibicion aguda de la actividad de la HO no modificé la PAM o la

hemodinamica renal, en animales con DM-1 esta maniobra provoc6 una intensa

vasoconstriccion renal.

GRUPQO 5: STZ + SnMP
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FIGURA 9. La presion arterial media (PAM), el flujo sanguineo renal (FSR), la
resistencia vascular renal (RVR) y la tasa de filtracion glomerular (TFG), antes
(barras azules) y después (barras naranjas) de la administracién con mesoporfirina
de estafo (SnMP, 40 pnmol / kg 1V) en ratas tratadas con STZ (n = 8). * representa P

< 0,05 con respecto a los datos anteriores a la administraciéon de SnMP.

» Efectos sobre la PAM, y hemodinamica renal por la administracion
intravenosa de SnMP en animales con diabetes tipo-1 y

tratamiento con Tempol (1 mmol/L).

La figura 10 muestra los periodos basal y experimental (tras la inhibicion
de la SNnMP) correspondientes a los animales a los que se les indujo una DM-1,
y que ademas recibieron tratamiento crénico con Tempol (grupo 6). Con este
protocolo se pretende analizar especificamente la participacion de los niveles de
estrés oxidativo en la respuesta hemodindmica renal al inhibidor de HO, en
animales diabéticos.

A diferencia de lo ocurrido en animales con DM-1 no tratados, la presencia
de Tempol evito los efectos de la SnMP sobre los valores de PAM, FSR o RVR,
observados en animales diabéticos sin tratamiento. De este modo, los
incrementos en valor absoluto de RVR con respecto al periodo basal (A),
inducidos por SNnMP, fueron significativamente menores en el grupo de animales
con STZ+Tempol (A= 1x1 mmHg/miI/min) comparado con los encontrados en

animales diabéticos sin dicho tratamiento (A= 12+6 mmHg/ml/min).
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La administracion del inhibidor de HO en este grupo de animales,
disminuyé la TFG respecto al periodo basal, p<0.05. Aunque el efecto de SnMP
sobre este pardmetro tendié a ser menor en ratas diabéticas con Tempol (A= -
566207 ul/min) comparado con el observado en ratas STZ sin tratamiento (A=

-878+206 ul/min), las diferencias en ambos decrementos no alcanzaron

significacion estadistica.

GRUPO 6: STZ TEMPOL + ShMP
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FIGURA 10. La presion arterial media (PAM), el flujo sanguineo renal (FSR), la
resistencia vascular renal (RVR) y la tasa de filtracion glomerular (TFG), antes
(barras azules) y después (barras naranjas) del tratamiento con mesoporfirina de
estafio (SnMP,40 pmol / kg 1V) en ratas tratadas con STZ y con Tempol, Immol/L (n

= 8). * representa P < 0,05 con respecto a los datos anteriores a la administraciéon

de SnMP.
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6.7 EFECTOS DEL SULFURO DE HIDROGENO DURANTE LA ISQUEMIA-
REPERFUSION RENAL.

6.7.1 CONCENTRACION /N VIVO DE SULFURO DE HIDROGENO EN LA
CORTEZA RENAL DE RATAS DURANTE LA ISQUEMIA-
REPERFUSION.

» Efectos sobre los niveles de SH> por la administracion intrarrenal de
sulfhidrato de sodio (NaHS, 1mg/kg) y L-cisteina (L-cis, 50mg/kg),

durante la isquemia-reperfusion renal.

La figura 11 muestra las concentraciones nanomolares de SH> en la
corteza renal de los grupos control, sulfhidrato de sodio (NaHS, 1mg/kg) y L-
cisteina (L-cis, 50 mg/kg). En ella se distinguieron los periodos basales, de
administracion de farmacos, de isquemia y de reperfusion. Como puede
observarse, los niveles de SH. durante los periodos basales de los grupos
control, L-cis o NaHS (grupos 12, 13 y 14 respectivamente) no mostraron
diferencias significativas entre ellos, lo que fue indicativo de que la cirugia
realizada no interfiri6 apreciablemente en los resultados obtenidos. La
administracion de solucion salina, NaHS o L-cisteina por via intrarrenal durante
el periodo experimental no generd6 modificacion de los niveles del SHy en la
corteza renal. Sin embargo, la isquemia renal provocé aumentos
estadisticamente significativos (p<0,05) en los grupos 12-14, con respecto a
los periodos basales (control: 19027 £ 1998 nM; NaHS: 18912 + 2521 nM; L-
cis 16927+ 3166 nM). Como muestran los resultados, este aumento tuvo
tendencia creciente a lo largo de los 45 minutos que durd la isquemia.
Transcurrido ese tiempo, la reperfusion generd una disminucion significativa de
las concentraciones de SH> en los grupos experimentales analizados. Los
resultados mostraron que durante este periodo, los niveles de SH> retornaron a
valores similares a los obtenidos durante el periodo basal y experimental. La
administracion de L-cisteina y NaHS no gener6 diferencias con respecto al

grupo control.
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FIGURA 11. Concentracion de SHzen la corteza renal izquierda durante los periodos
basal, de administracién de farmacos, isquemia y reperfusion de los grupos control
(grupo 12, n=6), NaHS (grupo 13, n=6) y L-cisteina (grupo 14, n=5). * representa P

< 0,05 con respecto al valor correspondiente al periodo basal.

» Efectos sobre los niveles de SH> por la administracion intrarrenal de
dcido aminooxiacético (AOAA, 3mg/kg), propargilglicina (PPG, 40
mg/kg) o la combinacion de ambas (AOAA+PPG), durante la

isquemia-reperfusion renal.

En la figura 12 se muestran las concentraciones de SH2 obtenidas en la
corteza renal durante la IR. La administracion de los inhibidores AOAA (3mg/kg)
o PPG (40mg/kg), asi como la combinacion de ambos durante el periodo de
administracién de farmacos (grupos 15-17), no provocaron variaciones de los
niveles de SH> durante su administracion intrarrenal, previa a la isquemia. Sin
embargo, durante el proceso isquémico, pudo observarse que pese a que la
concentracion de SH> en la corteza renal fue mayor que la observada en el
periodo basal, el efecto de los farmacos AOAA, PPG y AOAA+PPG dieron lugar a
un aumento significativamente menor (4770 = 1139 nM, 7511 + 443 nM y

4556 = 1139 nM, respectivamente) que el observado en el grupo control NaHS
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o L-cis (19027 £ 1998 nM, 18912 + 2521 nM y 16927+ 3166 nM,
respectivamente). La combinacion de sus efectos (grupo 17) contribuy6
igualmente a esta reduccion en los niveles de SH> en la corteza renal durante la
isquemia. No obstante, en la reperfusion se observo que las concentraciones de

SH> retornaron a valores pre-isquémicos.
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FIGURA 12. Concentracion de SHzen la corteza renal izquierda durante los periodos
basal, de administracion de farmacos, isquemia y reperfusion de los grupos control
(grupo 12, n=6), AOAA (grupo 15, n=3), PPG (grupo 16, n=3) y AOAA+PPG (grupo
17, n=6). * representa P < 0,05 con respecto al valor correspondiente al periodo
basal. T representa P < 0,05 con respecto al valor correspondiente en los animales

control.
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6.7.2 EFECTOS DE LA ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE L-
CISTEINA, SULFHIDRATO DE SODIO Y SUS INHIBIDORES,
SOBRE LA FUNCION RENAL, 24 HORAS DESPUES DE LA
ISQUEMIA.

Las figuras 12-15 vy la tabla 9, representan los valores correspondientes a
la tasa de filtracion glomerular transcurridas 24 horas desde la realizacion de la
isquemia del riiidn izquierdo frente al rifidn contralateral (rifidn derecho) y con
administracion intravenosa de suero salino (grupo 7, n=6), sulfhidrato de sodio
(NaHS, 1mg/kg) (grupo 8, n=13), L-cisteina, (L-cis, 50 mg/kg) ( grupo 9, n=7),
propargilglicina (PPG, 40 mg/kg) para inhibir la cistationina Y-liasa (CGL) junto
a acido aminooxiacético (AOAA, 3 mg/kg) para inhibir la cistationina B-sintasa
(CBS) o la administracion conjunta de los inhibidores con L-cis (AOAA+PPG+L-
cis).

La figura 13 representa la TFG en los grupos control y NaHS (7 y 8
respectivamente). Se puede observar que su valor disminuy6 significativamente
24 horas después de la isquemia. No obstante, la administracion de NaHS
provocd una menor disminucién de este parametro con respecto al grupo

control.
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FIGURA 13. Tasa de filtracion glomerular (TFG) tras 24 horas de una isquemia de 45

minutos en animales control (grupo 7, n=6) y animales NaHS (grupo 8, n= 13) . Las
barras azules representa el rifidn contralateral (rifidn derecho), las barras naranjas
representan al rifidn I/R (rifidén izquierdo). * representa P < 0,05 con respecto al
rifdn contralateral. t representa P<0,05 con respecto al valor correspondiente a los

animales de control.

En el grupo de animales que recibieron el tratamiento con los inhibidores
enzimaticos (grupo 10) se observé una disminucion significativa 24 horas
después de la realizacion de la isquemia (figura 14). Conviene destacar, que no
hubo diferencias estadisticamente significativas con respecto a la TFG entre los

grupos control y PPG+AOAA ( grupos 7 y 10, respectivamente).
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FIGURA 14. Tasa de filtracion glomerular (TFG) tras 24 horas de una isquemia de 45

minutos en animales control (grupo 7, n=6) y animales AOAA+PPG (grupo 10, n=
8). Las barras azules representa el rifidn contralateral (rifidn derecho), las barras
naranjas representan al rifion I/R (rifidn izquierdo). * representa P < 0,05 con

respecto al rifidn contralateral.

La figura 15 muestra la TFG obtenida en los animales que recibieron
tratamiento con el sustrato enzimatico (L-cis) previo a la realizacion de la
isquemia renal. Tras 24 horas, los animales del grupo 9, mostraron una
disminucion significativa (p<0,05) de la TFG en el rifion isquémico en
comparacion con el rifildn contralateral. Sin embargo, la administracion de L-cis
contribuydé a un menor aumento observado en este parametro con respecto al

grupo control.
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Figura 15. Tasa de filtracion glomerular (TFG) tras 24 horas de una isquemia de 45

minutos en animales control (grupo 7, n=6) y animales L-cis (grupo 9, n=7) . Las
barras azules representa el rifion contralateral (rindn derecho), las barras naranjas
representan al rifidn I/R (rifién izquierdo). * representa P < 0,05 con respecto al
rifidn contralateral. t representa P<0,05 con respecto al valor correspondiente a los

animales de control.

Los resultados correspondientes a la administracion intravenosa del sustrato
enzimatico, L-cisteina, junto con los inhibidores (grupo 11) pueden observarse
en la figura 16 y la tabla 9. La isquemia provoco una disminucién de la TFG
observada 24 horas después. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos 11 y 7 (control y AOAA+PPG+L-cis,

respectivamente).
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FIGURA 16. Tasa de filtracion glomerular (TFG) tras 24 horas de una isquemia de 45
minutos en animales control (grupo 7, n=6) y animales L-cis+AOAA+PPG (grupo 11,
n= 5) . Las barras azules representa el rifidn contralateral (rifidn derecho), las
barras naranjas representan al rifiéon I/R (rifidn izquierdo). * representa P < 0,05

con respecto al rifidn contralateral.
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Tablas

TABLA 1. Caracteristicas generales de los animales control y diabéticos por administracion de STZ (65mg/kg 1V), sin y con
tratamiento cronico con Tempol (1Immol//).

SIN TEMPOL CON TEMPOL SIN TEMPOL CON TEMPOL
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
PESO CORPORAL (g) 308+ 8 338+ 5 250 + 86 1 254 +5 1
PESO RINONES (g) 1,9 40,0 2,0+ 0,0 22+01 t 28 @ i
PR/PC ratio (20) 06 +00 06 +0,0 09+01t 09=+00 %t
e 103 + 9 111 + 3 445 + 27 t 479 + 33 1
(mg/dl)
INGESTA,AGUA 31 +2 39 + 1 233+ 18 t 205+ 61
(g/dia)
INEISSA Golil DA 2342 2340 40+3t 29+3t
(g/dia)

Los valores son las medias + EE; T representa p < 0,05 frente a sus correspondientes controles.
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TABLA 2. Presion arterial y pardmetros hemodindmicos renales en animales control y diabéticos por administraciéon de STZ

(65mg/kg 1V), sin y con tratamiento cronico con tempol (1mmol/l).

CONTROL STZ

SIN TEMPOL CON TEMPOL SIN TEMPOL CON TEMPOL
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
PAM
(mmHg) 120+ 3 120 + 4 113 +2 ¢t 106 + 3 t
FSR. 7,7 +03 7,9+0,7 58+03 1t 52+03 %
(ml/min) = (=2 el s 4 ,Z2 10,
SEHATOCRLTE 47 + 0,6 45+ 0,7 46 + 04 t 46 + 0,2 t
(%0)
(mmHgRynF’:I/min) 16 +1 15+1 20+1 % 21 +1 t
TFG
. 2327 + 171 2105 + 121 2517 + 145 1 1754 + 159t #
(ML/min)
FF 03+ 003 025+ 0,02 0,40 + 0,02 t 031 +3 #

Los valores son las medias + EE; PAM, presion arterial media; FSR, flujo sanguineo renal; TFG, tasa de filtracion glomerular; RVR,

resistencia vascular renal; FF, fraccion de filtracion. T representa p < 0,05 frente a sus correspondientes controles.
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TABLA 3. Presion arterial media y pardmetros hemodindmicos renales correspondientes a ratas control antes (basal) y

después (experimental) de la administracion de Na-COs, 50 mM (vehiculo). GRUPO 1.

Tablas

BASAL NazCO3
(n=7) (n=7)
PAM (mmHg) 131 +4 130 + 5
FSR (ml/min/g) 58+ 06 6,3+ 0,6
HEMATOCRITO (%0) 46 + 1 47+ 1
RVR (mmHg/ml/min/g) 24 + 3 23+3
TFG (ML/min/Q) 2694 + 92 2417 + 89
FF 0,15+ 0,02 0,13 + 0,02

Los valores corresponden a las medias + EE; PAM, presion arterial media; FSR, flujo sanguineo renal; TFG, tasa de filtracion

glomerular; RVR, resistencia vascular renal; FF, fraccién de filtracién.
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TABLA 4. Presion arterial media y pardmetros hemodindamicos renales correspondientes a ratas control antes (basal) y

después (experimental) de la administracion de SnMP, 40 umoles/kg. GRUPO 2.

BASAL SnMP
(n=11) (n=11)
PAM (mmHQ) 120 + 3 117 +2
FSR (ml/min) 7,6+04 7,9+05
HEMATOCRITO (%06) 46 + 1 47+ 1
RVR (mmHg/ml/min/g) 16 + 1 15+ 1
TFG (ML/min/Q) 2366 + 296 2276 + 163
FF 0,30 + 0,12 027+ 0,1

Los valores corresponden a las medias + EE; PAM, presion arterial media; FSR, flujo sanguineo renal; TFG, tasa de filtracion

glomerular; RVR, resistencia vascular renal; FF, fraccion de filtracion; VO, volumen de orina. * representa P <0,05 frente al periodo basal.
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TABLA 5. Presion arterial media y pardmetros hemodindmicos renales correspondientes a ratas control + Tempol (1 mmol/L) ,

antes (basal) y después (experimental) de la administracion de SnMP, 40 umoles/kg. GRUPO 3.

BASAL SnMP
(n=8) (n=8)
PAM (mmHQ) 120 + 4 117 +4
FSR (ml/min) 80+07 82+07
HEMATOCRITO (%0) 45+ 1 48+ 1
RVR (mmHg/ml/min/g) 15+ 1 15+2
TFG (uL/min/Q) 2105 + 121 1700 + 152
FF 0,25+ 0,02 0,20 + 0,03

Los valores corresponden a las medias + EE; PAM, presidn arterial media; FSR, flujo sanguineo renal; TFG, tasa de filtracion glomerular;

RVR, resistencia vascular renal; FF, fraccion de filtracion; VO, volumen de orina.
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TABLA 6. Pardmetros hemodindmicos renales correspondientes a ratas diabéticas por administracion de STZ (65mg/kg) ,
antes (basal) y después de la administracion de Na-COs ,50mM((vehiculo). GRUPO 4.

BASAL NazCO3
(n=8) (n=8)
PAM (mmHQ) 111 +4 108 + 4
FSR (mI/min) 54+ 04 4,9+ 0,4
HEMATOCRITO (%0) 46 + 1 46+ 1
RVR (mmHg/ml/min) 21 +2 22+ 1
TFG (ML/min/Q) 2643 + 97 2358 + 148
FF 0,47 + 0,03 0,47 + 0,04

Los valores corresponden a las medias + EE; PAM, presion arterial media; FSR, flujo sanguineo renal; TFG, tasa de filtracion

glomerular; RVR, resistencia vascular renal; FF, fraccion de filtracion; VO, volumen de orina.
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TABLA 7. Parametros hemodindamicos renales correspondientes a ratas STZ, antes (basal) y después (experimental) de /a

administracion de SnMP, 40 umoles/kg. GRUPO 5.

BASAL SnMP
(n=8) (n=8)
PAM (mmHgQ) 115+ 3 108 + 3
FSR (mI/min) 6,2+ 04 42 +0,7 *
HEMATOCRITO (%0) 45 + 1 46+ 1
RVR (mmHg/ml/min/g) 20 + 1 31+8 *
TFG (ML/min/Q) 2400 + 268 1531 + 144 *
FF 0,34 + 0,03 0,39 + 0,06

Los valores corresponden a las medias + EE; PAM, presion arterial media; FSR, flujo sanguineo renal; TFG, tasa de filtracion

glomerular; RVR, resistencia vascular renal; FF, fraccion de filtracion; VO, volumen de orina. * representa P <0,05 frente al periodo basal.
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TABLA 8. Parémetros hemodindmicos renales correspondientes a ratas STZ +Tempol, antes (basal) y después (experimental)

de la administracion de SnMP, 40 umoles/kg. GRUPO 6.

BASAL SnMP
(n=8) (n=8)
PAM (mmHQ) 106 + 3 100 + 3
FSR (mIl/min) 52+03 4,8+ 0,3
HEMATOCRITO (20) 46 + 1 46+ 1
RVR (mmHg/ml/min/g) 21+ 1 22 +2
TFG (uL/min/Q) 1754 + 159 1188 + 183 *
FF 0,32 + 0,04 0,20 + 0,03 *

Los valores corresponden a las medias + EE; PAM, presion arterial media; FSR, flujo sanguineo renal; TFG, tasa de filtracion

glomerular; RVR, resistencia vascular renal; FF, fraccion de filtracion,; VO, volumen de orina. * representa P <0,05 frente al periodo basal.
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TABLA 9. Pardmetros correspondientes a la tasa de filtracion glomerular de ratas macho tras 24 horas de la isquemia renal.

TFG CONTRALATERAL TFG IR
(pL/min/g) (pL/min/gr)
CONTROL 1154,66 + 177,11 226,75 + 75,83 *
NaHS 1198 + 66,04 575,20 + 89,57 *t
L-cis 1239,21 + 120,79 613,81 + 90,62 *t
AOAA+PPG 1125,53 + 137,36 278,24 + 28,00 *
AOAA+PPG+L-cis 1041,91 + 94,64 220,71 + 38,69 *

Los valores corresponden a las medias + EE; TFG, tasa de filtracion glomerular; Contralateral, rifién derecho; IR, rifién izquierdo. Control
(GRUPO 7), NaCl 0,9% ; sulfhidrato de sodio (NaHS) (GRUPO 8), 1mg/Kg, L-cisteina (L-cis) (GRUPO 9) , 50mg/ kg, dcido aminooxiacético,
3mg/kg, propargilamina (PPG) (GRUPO 10), 40mg/kg y la administracién conjunta de los inhibidores con el sustrato (ACAA+PPG+L-cis)
(GRUPO11). * representa P <0,05 frente al rifidn contralateral. I representa p < 0,05 frente al grupo control.
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8. DISCUSION

La presente Tesis Doctoral tratdé de dilucidar la importancia funcional del
sistema hemooxigenasa (HO), y de la ruta biosintética que conduce a la
produccion del SH., como parte de los mecanismos que contribuyen a la
regulacion de la hemodinamica renal en dos modelos experimentales de
disfuncién renal: diabetes mellitus tipo-1 (DM-1) e isquemia/reperfusion (IR)
renal.

Los resultados de este trabajo demuestran un papel muy significativo del
estrés oxidativo, y de la induccién de la isoforma HO-1 (por consiguiente de
sus metabolitos), en el mantenimiento de la hemodindmica renal en ratas
severamente hiperglucémicas con DM-1, una situacion que cursa con una
reducida biodisponibilidad de NO.

Dentro del primer objetivo de esta Tesis Doctoral, se analizé la expresion
de las isoformas 1 y 2 de la hemo-oxigenasa (HO) en el tejido renal de ratas SD
control y con DM-1, tras la administracion de estreptozotocina (STZ). Asi como
los efectos producidos por la administracién crénica, durante 12 dias, de un
mimético de la superdxido dismutasa (tempol). Ademas, en estos animales se
estudié el contenido de nitrotirosina renal como marcador de la formaciéon de
peroxinitritos.

Hasta la fecha, se han utilizado numerosos modelos biolégicos en
animales, que reproducen la mayoria de las manifestaciones clinicas de la
diabetes humana, mediante diversos métodos. Entre ellos, se encuentra la
induccion farmacologica con estreptozotocina en roedores. Este farmaco
provoca la destruccion selectiva de las células B de los islotes pancreaticos,
Gnica fuente de insulina en el organismo (Steiner DJ et al, 2010). La
sensibilidad al farmaco puede variar segun la cepa de rata, el sexo, la edad, el
estado nutricional y, por supuesto, la especie animal. Ademas hay que destacar
que el momento, la dosis y la via de administracion, resultan determinantes

para el tipo de diabetes que se pretenda inducir (Carbonel LF et al, 1987, Al-
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Awar A et al, 2016). En la rata adulta, la administracion de una dosis Unica de
este agente farmacoldgico (65 mg/kg), via intravenosa, causa una deficiencia
rapida y casi total de insulina y, por lo tanto, niveles elevados de hiperglucemia
que simulan la diabetes de tipo-1 (Carbonell LF et al, 1987).

En nuestro estudio, la administracién del toxico pancreatico (STZ) provoco
en lo animales, tras 14 dias de su administracién, hiperglucemia severa,
polidipsia, polifagia, y aumentos de la relacion entre el peso del rifidn y el peso
corporal, todas ellas manifestaciones tipicas de una DM-1. Ademas,
encontramos signos de una hiperglucemia mantenida a largo plazo, como
consecuencia de una diabetes mal controlada, tal y como muestran los valores
excesivamente elevados de la HbA1C. En cuanto a las manifestaciones renales,
se ha observado que en algunos trabajos la induccion del estado diabético
(dependiendo de la duracion y la gravedad del modelo de DM-1 inducido)
puede producir inicialmente un estado de hiperfiltracion renal (Bell TD et al,
2008; Brands MW et al, 2004, Koya D et al, 1997; Marwaha A et al, 2006),
aungue no todos los estudios coinciden con estos hallazgos (/shif N et al, 2001,
Onozato ML et al,2002; Chen H et al, 2005, Palm F et al, 2005). Con el tiempo,
este estado determina el desarrollo de la hipertrofia renal y la nefropatia
diabética posterior (Forbes JM et al, 2013). Por todo ello y a pesar de las
limitaciones, este modelo experimental se considera un modelo valido para el
estudio de las alteraciones renales ocasionadas por el desarrollo de una DM-1,
similares a las desarrolladas en la especie humana.

Los resultados de nuestro estudio mostraron una baja expresion de la HO-
1 en condiciones normales, lo que concuerda con algunos estudios previos
realizados en rifilones de ratas control (Da Silva JL et al, 2001, Hayashi K et al,
2001; Rodriguez F et al, 2004, Goodman Al et al, 2006, Botros FT et al, 2008).
En nuestro estudio, la induccion de la DM-1 provocé también una elevacion de
su expresion, gue ademas va acompafiada de un aumento en los niveles de
nitrotirosina renal. En concordancia a los resultados obtenidos, algunos
investigadores han demostrado que el estado diabético viene acompafiado de

una produccion excesiva de superoxido renal o vascular y de un aumento de la
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concentracion renal de nitrotirosina (/shii N et al, 2001; Koya D et al, 2003,
Onozato ML et al, 2002, Turkseven S et al, 2005), lo que podria estimular la
expresion de la HO-1 en varios tejidos (Abraham NG et al, 2009). Por el
contrario, otros trabajos previos, usando modelos experimentales similares, han
encontrado niveles elevados de nitrotirosina, incluso sin la elevacion de la
proteina HO-1 (7urkseven S et al, 2005 ; Goodman Al et al, 2006, Elmarakby
AA et al, 2012). Todos estos resultados sugeririan, por tanto, que el estrés
oxidativo contribuye de modo fundamental a los aumentos de expresion y
presumiblemente de actividad, de la HO-1.

En nuestro estudio, el aumento en la expresion de la HO-1 obtenida en el
rifdn de ratas tratadas con STZ concuerda con otros estudios realizados, donde
se localizo especificamente un incremento en la expresion de la HO-1 en los
glomérulos (Hayashi K et al, 2001, Koya D et al, 2003), la médula renal
(Rosenberg C et al, 2008) y ciertos tejidos vasculares (Wang R et al, 2001) de
animales con diabetes. Por el contrario, y como hemos mencionado ya , esta
sobreexpresion de HO-1 no es un hallazgo general, puesto que otros
investigadores no han podido demostrar que se produzca su induccién en
tejidos vasculares o renales de animales diabéticos tratados con insulina, en
estados mas avanzados de la enfermedad (7urkseven S et al, 2005; Goodman
Al et al, 2006). Una posible explicacion para ello, es que las diferencias en las
condiciones experimentales derivadas del estado diabético, tales como la
duracion de la diabetes, los niveles de estrés oxidativo o los valores de
glucemia alcanzados, e incluso la presencia o la ausencia de tratamiento con
insulina, sean factores determinantes que pongan de manifiesto las diferencias
existentes entre los diferentes estudios en relacion a los niveles de proteina
HO-1 en el tejido renal diabético.

Los resultados obtenidos en los grupos experimentales con el tratamiento
antioxidante con tempol, indican que esta sustancia farmacoldgica normaliz6 el
aumento, tanto en la expresion de la proteina HO-1 como de los niveles de
nitrotirosina renal en las ratas tratadas con STZ, sin afectar a estos parametros

en las ratas control. Este hecho sugiere una relacion causal entre el estrés
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oxidativo y la sobreexpresion de la isoforma HO-1 durante el desarrollo de una
DM-1, en el tejido renal de ratas Sprague Dawley adultas (Koya D et al, 2003;
Turkseven S et al, 2005).

En contraste a los niveles de HO-1, la expresion de la isoforma HO-2 no
mostrd diferencias en cuanto a su expresion en los rifiones de ratas controles y
diabéticas. Estos resultados concuerdan con estudios previos en los que los
niveles de HO-2 se mantuvieron muy estables, y no sujetos a estimulacion por
factores externos, indicando que esta isoforma es la responsable de la actividad
de la HO basal en condiciones normales (7urkseven S et al, 2005; Wang R et
al, 2001). Asi mismo, otros estudios previos sugieren que la HO-1 es la principal
isoforma, y la que contribuye de forma mas significativa a la actividad total del
enzima HO, cuando hay aumentos de su expresion (Aizawa T et al, 2000, Da
Silva JL et al, 2001, Li P et al, 2004, Botros FT et al, 2008) y del mismo modo
podria ocurrir en animales diabéticos.

Una gran cantidad de trabajos experimentales han analizado el estado de
la funcion endotelial, los niveles de NO, y su importancia para la regulacion de
la funcion vascular en la diabetes (Ohisi K et al, 1995, Schnackenberg CG et al,
2001; Onozato ML et al, 2002; Komers R et al, 2003; Palm F et al, 2005, Satoh
M et al, 2005). Se ha demostrado que tanto la expresion de las isoformas de la
NOS y/o la biodisponibilidad del NO, asi como las respuestas vasculares y
reguladoras de la hemodinadmica mediada por el propio NO, estan alteradas en
ciertos modelos de diabetes experimental y en la diabetes clinica (Komers R et
al, 2003), por lo que la disfuncion endotelial en la DM-1, podria hallarse en el
origen de las complicaciones vasculares observadas en esta patologia.

Con respecto a los niveles /n vivo de NO, los animales hiperglucémicos de
nuestros experimentos, mostraron bajas concentraciones de NO en la corteza
renal con respecto a los animales control. Este resultado vendria a confirmar lo
encontrado en algunos estudios realizados con anterioridad, en los cuales se
utiliza una técnica electroquimica similar a la empleada en este trabajo (Palm F
et al, 2005). Mediante esta técnica de medida, fuimos capaces de determinar

las concentraciones de NO a tiempo real medidas directamente en el tejido
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renal cortical de los animales anestesiados (Salom MG et al, 2005, Salom MG et
al, 2007). Curiosamente, en el trabajo previo de Palm F et al, 2005 los niveles
reducidos de NO en animales con DM-1, se atribuyeron a la reducida
biodisponibilidad del sustrato de la NOS, la L-Arginina. Por otra parte, también
se ha sugerido que la deficiencia en los niveles de NO en estas condiciones,
podrian ser una consecuencia directa de los aumentos de superoxido (Ohisi K et
al, 1995; Schnackenberg CG et al, 2001) o el desacoplamiento de los sistemas
enzimaticos, NADPH oxidasa, que conducen al aumento de la produccion de
superoxido (Kashihara N et al, 2010). En nuestro caso, la causa exacta del
déficit de NO es totalmente desconocida, pero hay que destacar que el
tratamiento con Tempol, para reducir los niveles de superdxido y otros
compuesto oxidativos, no fue asociada a una recuperacion de los niveles de NO
en animales con DM-1 hasta los niveles control. Estos hallazgos sugieren que
otros factores, en adicion a los niveles de superdxido, son importantes para
explicar la deficiente biodisponibilidad del NO en estadios iniciales de una DM-1,
hallada en el rifion diabético.

Ademas de las alteraciones encontradas en la produccién de NO, y de los
cambios metabdlicos asociados al desarrollo de una DM-1, en este modelo
experimental encontramos alteraciones manifiestas en la hemodinamica renal
de animales infundidos con STZ. Como en trabajos previos de otros
investigadores (Hostetter TH et al, 1981, Palm F et al, 2005), las ratas
hiperglucémicas de nuestros experimentos mostraron reducciones en la FSR,
con incrementos de la RVR en comparacion con las ratas control. En estos
animales encontramos, ademas, que la TFG fue desproporcionadamente mayor
que el flujo plasmatico renal, lo que resultd en una fraccion de filtracion
elevada, consistente con el aumento de la presion glomerular en esta etapa de
diabetes, sin tratamiento con insulina, lo que ratifica los resultados de estudios
previos a éste (Koya D et al, 1997, Chen H et al, 2005). Por el contrario, otros
estudios utilizando STZ para inducir la DM-1 en animales suplementados con
insulina con mejor control glicémico, encontraron una TFG elevada, o

hiperfiltracion y / o aumentos asociados de FSR (Bell TD et al, 2008; Brands
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MW et al, 2004), (Ishii N et al, 2001, Onozato ML et al, 2002, Komers R et al,
2003) en estadios iniciales de una DM-1, que fueron casi siempre asociados a
aumentos de la enzima NOS, elevada biodisponibilidad o sintesis del NO
(Forbes JM et al, 2013). En resumen, a pesar de la gran cantidad de estudios
realizados en animales tratados con STZ para inducir una DM-1, las diferencias
entre los distintos estudios y condiciones experimentales no permiten concluir
un efecto consistente y definitivo sobre los efectos que tiene la administracion
de STZ, para inducir una DM-1, sobre la hemodinamica renal

Diversos estudios /7 vivo e in vitro han intentado establecer los efectos del
tratamiento antioxidante sobre la hemodinamica renal en la diabetes, no
obstante los resultados siguen siendo contradictorios. Algunos trabajos han
demostrado que el tratamiento antioxidante podria alterar la hemodinamica
renal (Koya D et al, 2003), sin embargo no se trata de un hallazgo comun en
todas los estudios (Schnackenberg CG et al, 2001, Marwaha A et al, 2006). En
nuestro trabajo, el tratamiento antioxidante con tempol , ademas de bloquear
la induccion de la HO-1 y de la nitrotirosina, provoco una reduccion de la TFG y
de la fracciobn de filtracibn en animales diabéticos, sin modificar estos
parametros en animales control. Aunque no tenemos una explicacion
satisfactoria para este efecto, se puede especular con la posibilidad de que el
blogqueo de la induccion de la HO-1 por tempol en ratas diabéticas, tiende a
reducir los niveles de FSR, afectando con ello de forma significativa a la tasa
de filtracion glomerular. Los mecanismos moleculares que explicarian estos
efectos no se conocen de forma precisa, pero la accibn combinada de la
reduccion de los niveles de HO-1, y de sus metabolitos derivados, asi como la
reducida biodisponibilidad de NO crearian un escenario de mayor
predominancia de influencias vasoconstrictoras en el rifion diabético, y vistos en
conjunto, e indicarian que existen otros mecanismos, ademas del estrés
oxidativo, que provocan la deficiencia del NO y la disminucion del FSR en las
ratas diabéticas.

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, con la administracion de

SnMP indican que existe una influencia limitada de la actividad enddgena de la
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HO sobre la hemodinamica renal en condiciones basales (O'Donaughy TL et al,
2000; Botros F et al, 2006). Sin embargo, la administracion de SnMP en
animales diabéticos provoco un descenso significativo del FSR, con incrementos
de la RVR, que fueron atenuados en presencia de Tempol para reducir el
estrés oxidaitvo.

Como en otros estudios, las condiciones patoldgicas asociadas a elevados
niveles de estrés oxidativo (como es el caso de la diabetes), muestran una
expresion aumentada de la proteina HO-1 como parte de lo mecanismos
compensadores que se ponen en marcha para contrarrestar los efectos
deletéreos del estrés oxidativo en estas situaciones (Botros FT et al, 2005;
Goodman Al et al, 2006, Turkseven S et al, 2005; Rodriguez F et al, 2011,
Salom MG et al, 2007, Elmarakby AA et al, 2012). Asi mismo, en estas
situaciones, el aumento de expresion de HO-1 puede desencadenar aumentos
de actividad de esta isoforma, que expliquen los efectos hemodinamicos mas
pronunciados de la SnMP, observados sobre los valores correspondientes al FSR
y la RVR de ratas diabéticas. Estos resultados coinciden con otros trabajos
previos, en los cuales los aumentos de expresiéon de HO-1 se acompafiaron de
una mayor vasoconstriccion tras la administracion de la SnMP (L/ P et al, 2004).
En todo caso, a pesar de que los niveles de la isoforma HO-2 no variaron
apreciablemente en animales diabéticos respecto a los animales control, un
incremento de la actividad enzimética de la isoforma HO-2 por efecto de la
diabetes no es completamente excluible a partir de nuestros resultados.

Inesperadamente, la administracion de la SnMP (para inhibir la actividad
de la HO) en los grupos control con tratamiento cronico con tempol, provoco
una reduccion significativa de los valores correspondientes a la TFG. Puesto que
se observaron los mismos efectos en animales diabéticos tratados con tempol
(en los cuales la proteina HO-1 no aparecia regulada positivamente), parece
probable que la administracion crénica de este antioxidante modifique la
hemodinamica glomerular, de tal manera que ésta se convierta en dependiente
de la actividad de la HO-2. Los mecanismos subyacentes a esta dependencia

son actualmente desconocidos.
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Asumiendo la complejidad del escenario y los mdltiples factores
involucrados en los efectos observados, todos estos datos demostrarian, por
primera vez, que la actividad de la HO participa en la regulacién de la
hemodinamica renal en el rifion diabético.

Estos resultados no son del todo sorprendentes si observamos las
acciones vasodilatadoras demostradas del sistema, y de sus productos, como el
CO (Kaide JI et al, 2001, Arregui B et al, 2004, Rodriguez F et al, 2004, Botros
F et al, 2006, Botro F et al, 2008), sobre la hemodindmica renal, y todas
aquellas evidencias en las que se demuestra que la administracion de
metaloporfirinas, presumiblemente a través de la reduccion de CO, inducen
vasoconstricciéon renal, particularmente en condiciones en las que la expresion
de la HO-1 esta incrementada (Aizawa T et al, 2000; O Donaughy TL et al,
2000; Botros F et al, 2008), o la sintesis de NO esta reducida (Rodriguez F et
al, 2003; Botros F et al, 2006). Teniendo en cuenta que estudios previos de
nuestro laboratorio demostraron que la SnMP fue efectiva para reducir la
produccion de CO dependiente de la actividad de la HO, y su excrecion en orina
(Rodriguez F et al, 2003), es posible sugerir que los efectos de la SnMP sobre la
hemodinamica renal en la DM-1, puedan ser consecuencia directa de la perdida
de las acciones vasodilatadoras del CO. En adicion a los efectos directos del CO
sobre la vasculatura, se ha demostrado que este gas se opone a las influencias
vasoconstrictoras inducidas por agonistas o-1 (Kaide JI et al, 2001),
origindndose un mayor efecto constrictor de éstos tras la inhibicion de la HO
(Kaide JI et al, 2001; Rodriguez F et al, 2003, Li P et al, 2004), sobre todo en
presencia de inhibidores de la sintesis de NO (Rodriguez F et al, 2003). Por
tanto, la mayor respuesta vasoconstrictora inducida por SnMP podria deberse
también, indirectamente, a una mayor influencia de sistemas vasoconstrictores,
incluyendo a los radicales libres de oxigeno, que han sido activados durante la
situacion de diabetes (/shii N et al, 2001,; Onozato ML et al, 2002; Koya D et al,
2003; Brands MW et al, 2004). Alternativamente, en nuestras condiciones
experimentales la presencia de altos niveles HO-1 podria tener como

consecuencia la generacion de biliverdina y /o bilirrubina a partir del
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metabolismo del grupo hemo, y serian necesarios estudios adicionales para
determinar, de modo preciso, los mecanismos moleculares a través de los
cuales la inhibicion de la actividad endégena de la HO promueve la
vasoconstriccion renal en animales diabéticos.

En resumen, los resultados de este primer bloque de experimentos,
muestran que la expresion de la HO-1 junto con la respuesta vasoconstrictora
renal a la inhibicion de la HO, se incrementa en ratas diabéticas con
hiperglucemia notable que muestran una reduccion en los biodisponibilidad
renal de NO. Ademas un tratamiento antioxidante, con Tempol, en animales
diabéticos, reduce el estrés oxidativo y previene el incremento de HO-1 renal
asociado a una DM-1, a la vez que también atenuo la respuesta vascular renal a
la inhibicion de la HO. Por tanto, los altos niveles de estrés oxidativo estimulan
la expresion de la proteina HO-1 y las acciones vasculares renales mediadas por
la HO en el rindbn de ratas diabéticas, una condicidon ligada a reducida
disponibilidad de NO, y altos niveles de estrés oxidativo, probablemente a
través de la generacion de CO y/o pigmentos biliares.

Junto con la DM, las lesiones producidas por la isquemia-reperfusion (IR)
suponen una causa importante en el desarrollo y evolucion de enfermedades
renales. Tanto la diabetes como la isquemia convergen en la disfuncion
endotelial asociada al dafio oxidativo y la baja biodisponibilidad del NO (Salom
MG et al, 2005).

Los resultados mostraron que, previamente a la realizacion de la isquemia,
los niveles de SH> en la corteza renal permanecian a concentraciones minimas
casi indetectables. Sin embargo, la isquemia provocé un aumento significativo
de sus niveles hasta un valor maximo que se hace constante. Posteriormente
durante la reperfusion, las concentraciones de SH» descendieron a sus valores
basales, previos a la isquemia. En el grupo en el que se administré via
intrarrenal los inhibidores de las enzimas CBS y CGL, responsables de la
produccion de SH2, la concentracion de éste disminuyo significativamente. En
cambio, la inyeccion por la misma via de un donante de grupos sulfhidrilo

(NaHS) y la L—cisteina provoco el aumento de los niveles corticales de SH2.
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Pese a que histéricamente se ha considerado al SH> como un gas toxico
de efecto nocivo (Lopez A et al, 1989, Wallace JL et al, 2007), una gran
cantidad de trabajos han demostrado que a concentraciones fisiolégicas ejercen
funciones protectoras similares a las de otros transmisores gaseosos (Wang R
et al, 2002; Szabo C et al, 2007). Se ha observado que los efectos de la
administracion del SH> en el rifion afectan principalmente a las funciones
vasculares y tubulares (Wang R et al, 2002; Xu Z et al, 2009, Xia M et al,
2009). A nivel de estos ultimos, experimentos llevados a cabo en ratas SD
anestesiadas mostraron que la infusién intrarrenal de NaHS podria promover un
aumento de la TFG y una disminucién en la reabsorcion de sodio en situaciones
de isquemia renal (Xia M et al, 2009).

Algunos estudios realizados /n vitro han demostrado que la incubacion de
arterias aisladas con L-cisteina ademas de producir un aumento significativo de
la produccion enddgena de SHz, induce una pronunciada vasodilatacion muy
similar a la que se produce con el NO y el CO (Cheng Y et al, 2004, Szabo C et
al, 2007). Sin embargo, otros trabajos afirman que la cisteina es el sustrato
natural para la generacion del SH>, en una reaccion catalizada por las enzimas
CBS y CGL, pero durante la IR y en ausencia de precursores para la formacion
del SH2, se inhibe su produccién y con ello se reducen sus niveles enddégenos
(Xu Z et al, 2009).

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la isquemia
va acompafiada de un aumento /n vivo de los niveles endégenos de SH2 y que
los inhibidores de las enzimas CBS y CGL (AOAA y PPG respectivamente)
contribuyen a que este aumento sea menor. Recientemente, se ha demostrado
que la inhibicién de la CGL o la CBS por sus inhibidores farmacologicos agrava
severamente el dafio renal durante el proceso isquémico (T7ripatara P et al.,
2008, Han SJ et al, 2015) lo que indica que la lesion renal producida podria, al
menos en parte, ser el resultado de la alteracion enddgena en la produccion del
SHo.

Existe bibliografia contradictoria en cuanto a la participacién relativa de las

enzimas para la produccion endogena del SH>. Por un lado, algunos trabajos
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proponen que la CGL es la enzima esencial para la sintesis del SH> endégeno en
los rifiones y que la produccion de novo en este 6rgano es independiente de la
CBS. Basandose en los hallazgos de que la inhibicién irreversible de la CGL
impedia la recuperacion del rifion tras la isquemia y aceleraba la disfuncion
renal subsiguiente, mientras que la administracién de una fuente exdgena de
SH> protegia al rifion de dicha lesion (7ripatara P et al. 2008, Bos EM et al,
2013). No obstante, estos resultados podrian ser la consecuencia del efecto
nefrotéxico de la PPG descrito en ciertas situaciones de isquemia a una
dosificacion determinada (Konno R et al, 2000; Xia M et al, 2009).

Por otro lado, algunos trabajos muestran que es la CBS, y no la CGL, la
responsable de la produccion enddégena del SH2 durante la isquemia, pues la
administracion del inhibidor de la CGL redujo notablemente la actividad del
enzima sin afectar la produccion total del SH2 (Xu Z et al, 2009). Otros estudios
demuestran que tanto la CBS como la CGL participan activamente en la
produccion del SH en el tejido renal (Stipanuk MH et al, 1982, Jhee KH et al,
2000) y que la inhibicion de una de ellas podria ser compensada por el
aumento de la actividad de la otra enzima, en situaciones en las que la sintesis
de alguna de ellas se viera comprometida (Xia M et al, 2009).

Conviene destacar que la gran mayoria de los trabajos realizados hasta la
fecha han empleado técnicas /n vitro para determinar la actividad de cada una
de las enzimas que participan en la produccion del SH> en tejido renal. El
presente trabajo de Tesis Doctoral aporta medidas de las concentraciones de
SH> medido a tiempo real durante la IR. Los resultados muestran que la
administraciéon individual y conjunta de PPG y de AOAA reduce
significativamente la produccion de SH> enddgeno durante la IR.

De acuerdo con estudios anteriores, cabe la posibilidad de que la
regulacion enzimatica para la produccion endogena del SH> en este modelo de
IR sea a través de un proceso de homeostasis, de manera que al inhibir una de
las enzimas, se produzca un aumento en la actividad de la otra como medida
de compensacion (Xia M et al, 2009). Por ello durante la isquemia, los niveles

endbdgenos de SH»> se mantienen constantes y significativamente superiores en
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comparacion con el periodo basal. No obstante, se ha descrito una fuente de
SH> enddgena a través de su reduccién no enzimatica en los eritrocitos (Wang
R et al, 2002) que pese a no ser la fuente principal de produccién del SHo,
podria contribuir al aumento de sus concentraciones. En este caso, el aumento
del estrés oxidativo durante la isquemia podria dar lugar a la oxidacion no
enzimatica del sulfuro obteniéndose tiosulfato, el cual se convertiria en sulfito a
través de la tiosulfato reductasa presente en el higado, en el cerebro y
también en el rindn (Wang R et al, 2012), generando de esta manera SH> a
nivel endégeno.

El presente trabajo demuestra que, transcurridas 24 horas desde la IR, la
funcion renal de los animales que recibieron tratamiento via intravenosa de
NaHS o de L-cisteina (antes de ser sometidos a 45 minutos de isquemia),
mostr6 una menor disminucién de la TFG con respecto a los grupos de
animales que no habian recibido dicho tratamiento, lo que pone de manifiesto
que es la administracién exdgena del SH> la que mejora la funcién renal.

Pese a las diferencias en cuanto a la contribucion de las enzimas para la
produccion enddgena del SH., los estudios realizados coinciden en que la
menor produccion de este transmisor gaseoso puede ser el responsable, en
gran parte, del dafio renal asociado a una IR. La disminucion de la sintesis del
SH> va asociada a un aumento del dafio renal y la mortalidad después de la IR
renal, lo que podria deberse a la mayor produccion de ROS (Bos EM et al.,
2013). Estos hallazgos se basan en la idea de que la reduccion del metabolismo
antes de la isquemia podria ser un factor protector en la lesion producida por
una IR. En este contexto, el hipometabolismo inducido por el SH, podria estar
mediado por su participacion sobre la cadena de transporte de electrones,
concretamente sobre el complejo 1V mitocondrial (citocromo oxidasa) (Khan AA
et al, 1990, Bos EM et al, 2009), pues se ha observado que la proteccion que
ejerce el SH> es mayor cuando se administra antes y durante el periodo de
hipoxia (Bos EM et al, 2009), lo que coincide con nuestros resultados.

La restauracién parcial de la sintesis de SH> o la administracion de un

donante de sulfuro exdgeno (NaHS) podria aliviar el estrés oxidativo que se
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produce por la IR y reducir la muerte celular en el rindn (Xu Z et al, 2009). La
administracion de un donante de SH2 durante la IR renal podria ejercer muchos
de sus efectos protectores a través de respuestas antiinflamatorias,
antiapoptoticas y antioxidantes ( 7ripatara P et al, 2008; Bos EM et al, 2009, Xu
Z et al, 2009, Simon F et al, 2010, Hunter JP et al, 2012). En un principio se
aceptd que el aumento de SH estaba relacionado con un aumento local y/o
sistémico de las respuestas inflamatorias (Huw/i 1 et al, 2003; Zhang J et al,
2010). Sin embargo, en la actualidad se sabe con relativa certeza que no es asi,
de hecho numerosos estudios apoyan que a concentraciones fisioldgicas, el SH2
ejerce acciones antiinflamatorias a través de la regulacion negativa de ciertos
factores proinflamatorios, asi como la capacidad de limitar la migracién de
leucocitos y su participacion en la sintesis y liberacion de ciertas citoquinas
(Zanardo RC et al, 2006, Jha S et al, 2008; Hu LF et al, 2009; Sivarajah A et al,
2009, Lobb | et al, 2014). Ademas se ha propuesto que el SH> puede prevenir
la apoptosis celular a través de su interaccion con vias de sefializacion
relacionadas con la expresion de la proteina caspasa 3, un grupo de cistein-
proteasas relacionadas con procesos pro-apotéticos (Yang G et al, 2004, Rinaldi
L et al, 2006, Tripatara P et al, 2008; Sivarajah A et al, 2009). Pese a que del
presente trabajo no se pueden determinar los mecanismos por los cuales el SH»
ejerce su acciones, la combinacion de estos efectos podrian ser los
responsables de las funciones protectoras observadas en la funcion renal 24
horas después de la IR renal, en los grupos a los que se les administré6 una
fuente exdgena de SHo.

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio han puesto de
manifiesto que la isquemia renal va acompafiada de un aumento en la
generacion de peroxinitrito, alcanzando su punto maximo tras 30 minutos de
isquemia, para posteriormente retornar a valores pre-isquémicos durante la
reperfusion (Salom MG et al, 2007). Los resultados de estos trabajos
mostraron que el estrés oxidativo y nitrosativo que se genera durante la
isquemia (y también durante la reperfusion) podria ser un factor de gran

importancia que contribuye de manera significativa al deterioro de la funcion
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renal. En este sentido, el efecto citoprotector del SH> estaria relacionado con su
capacidad para neutralizar una gran variedad de moléculas reactivas,
incluyendo: radical superdxido (Mitsuhashi H et al, 2005), perdxido de
hidrogeno, peroxinitrito (Whiteman M et al, 2004) e hipoclorito (Whiteman M et
al, 2005).

Recientemente se ha demostrado que la administracion exodgena de
donantes de SH: tiene un efecto protector en las lesiones provocadas por una
IR cardiaca (Johansen D et al, 2006, Sivarajah A et al, 2006). Es por ello que se
le han atribuido funciones importantes a nivel vascular, similares a las de los
otros mediadores gaseosos. Se le atribuyen, entre otras, propiedades
vasodilatadoras (Xu Z et al, 2009; Szabo C et al, 2009), pues se ha observado
que in vitro, producen relajacion adrtica y disminucién de la presion arterial en
ratas (Zhao W et al, 2002, Cheng Y et al, 2004, Ali MY et al, 2006, Xu Z et al,
2009). Dado que el SH> desempeiia un papel importante en la regulacion de la
funcién vascular (Hosoki R et al., 1997, Zhao W et al, 2003, Cheng et al., 2004)
y que el control de la funcidon renal esta en gran medida asociado con la
regulacion de las funciones vasculares renales (Xia M et al, 2009), el sustrato
para la formacion del SH> y el propio NaHS administrados exdgenamente, a
través de sus propiedades vasodilatadoras podrian contribuir a mitigar el dafio
renal que supone este modelo de isquemia.

El aumento en las concentraciones de SH> producidos durante la IR podria
ser el responsable de la vasorrelajacion observada, a través de la apertura
directa de los canales de K-ATP en las células del musculo liso vascular (Zhao
W et al, 2001, Leffler CW et al, 2006, Yamamoto J et al, 2013). Los canales de
K-ATP estan presentes en la superficie de los vasos renales y desde alli, podrian
promover la perfusibn durante los estados de hipoxias prolongadas,
preservando asi la filtracion glomerular (Zhao W. Et al, 2001, Zhu ZXG et al,
2012). Ademas, a nivel mitocondrial, la apertura de los canales de K-ATP
contribuiria al mantenimiento del potencial de membrana, manteniendo el
gradiente electroquimico a través de la membrana mitocondrial interna. Estos

cambios a su vez afectaran a la funcionalidad de la cadena de transporte de
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electrones, la permeabilidad de la membrana y la activacion de las caspasas
(Wang R et al, 2012).

En resumen, pese a que los mecanismos especificos por los que el SH>
ejerce sus acciones biologicas todavia estan por determinar, el presente trabajo
de Tesis Doctoral muestra evidencias claras de su participacion en la regulaciéon
de la funcion renal en condiciones fisioldgicas y sobre todo fisiopatoldgicas. La
combinacion de sus efectos vasodilatadores, junto con sus propiedades
antioxidantes, antiapoptoéticas o antiinflamatorias podrian ser las responsables
del menor deterioro de la funcion renal observado en este modelo de IR.
Debido a la importancia del SH> en la fisiologia renal, la alteracion de su
produccion contribuiria significativamente en la patogénesis de ciertas
enfermedades renales. La administracion de NaHS y L-cis previo a la isquemia,
ha demostrado ejercer efectos protectores en la funcionalidad del rifion 24
horas después. La aplicacion de terapias basadas en el sistema del SH> podrian
suponer una importante diana farmaco-terapéutica para el tratamiento de
diversas patologias que cursen con enfermedades renales cronicas. La
realizacion de estudios especificos del SH2 a nivel molecular, podria ser de gran
utilidad para completar nuestra comprension acerca del papel que desempefia

el SH tanto en la fisiologia como en la fisiopatologia renal.
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Conclusion

9. CONCLUSIONES.

= En el modelo experimental de diabetes mellitus tipo-1 (DM-1) por
administracion de estreptozotocina, los altos niveles de estrés oxidativo renal
provocan la induccion de la isoforma 1 de la Hemo-oxigenasa (HO-1), sin

alterar la expresion de la HO-2.

= Lla activacion del sistema HO por los altos niveles de estrés oxidativo,
principalmente a través de la induccion de la isoforma HO-1, ejerce influencias
vasodilatadoras en la hemodinamica renal de ratas con DM-1, que presentan

una reducida disponibilidad de NO en el tejido renal.

= La administracién del analogo de la superéxido dismutasa, Tempol, para reducir
el estrés oxidativo, evita los aumentos de expresion renal de la proteina HO-1,
y atenla la respuesta vasoconstrictora renal inducida por un inhibidor de la

actividad HO en animales con DM-1.

» La isquemia renal incrementa los niveles corticales de SH», que retornan a los
valores pre-isquémicos inmediatamente después de la reperfusion. Este
incremento de SH; observado durante la isquemia disminuye significativamente

en presencia de los inhibidores enziméticos AOAA y/o PPG.

= 24 horas después del evento isquémico, la TFG disminuye tanto en los rifiones
isquémicos control como en los rifiones pretratados con los inhibidores
enzimaticos &cido aminooxiacético y propargilglicina. Sin embargo, la caida de
la TFG observada un dia después de la isquemia, mejoré significativamente en
los riflones isquémicos de las ratas pretratadas con un donante de SH. o L-

Cisteina.

= Aunque la isquemia renal produce un incremento en los niveles corticales
enddgenos de SH,, solo un pretratamiento con una fuente de SH, exdgena
parece contribuir a la mejora significativa del fallo renal agudo observado 24

horas después de la reperfusion.
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