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El objetivo de este trabajo es demostrar que la
produccion de especies reactivas de oxigeno
representadas por los F-isoprostanos, marcadores
de estrés oxidativo, en los glomérulos de ratas
normales y de ratas diabéticas, disminuyen al
incrementar las concentraciones extracelulares de
adenosina (ADO) y el adenosin monofosfato
ciclico (AMPc). Lo cual nos indica un mecanismo
protector para los glomérulos por estas dos
sustancias.

Con este propdsito se aislaron los glomérulos de
ratas normales y diabéticas, mediante la técnica
de microtamizado a través de mallas de acero
(Gloy J. 1997 ;: Osamo |. [ Roman R.J. 1999)
modificado en nuestro laboratorio. Paralelamente,
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se determind la viabilidad de los glomérulos, y se
cuantificé la concentracién de proteinas.
Posteriormente, los glomérulos se expusieron a un
reto oxidativo y se determiné la produccion de F-
isoprostanos como marcador indirecto de dano
por radicales libres, y se determiné el efecto pro-
tector de adenosina y AMPc extracelulares.

Los resultados demostraron que el incremento
de la concentracion extracelular de AMPc y
adenosina disminuyé la produccion de F,-
isoprostanos en la suspension de glomérulos
expuestos a un reto oxidativo, mas evidente en los
glomérulos de las ratas control con respecto a los
de las ratas diabéticas.

En conclusién el incremento en la concentracion
extracelular de AMPc y adenosina parece proteger
a los glomérulos de ratas normales y de ratas
diabéticas contra el estrés oxidativo, siempre y
cuando los vias metabolicas intracelulares y
extracelulares de ambos metabolitos, involucradas
en este proceso se encuentren intactas.

El AMPc es una molécula que actua como
segundo mensajero y es sintetizado a partir del
metabolismo del ATP. En la misma via metabdlica
mediante una fosfodiesterasa es transformado al
nucledsido llamado adenosina, que actua como
autacoide con efectos hemodinamicos en el rinon.
Las respuestas a la adenosina en este érgano



it i CJEME‘|;01§

I (A UNIVERSIDAD ALTONOMA DE AGUASCALIENTES

dependen de la concentracion del autacoide en

el liquido extracelular. Una de las patologias mas |

frecuentes en el rindn es la glomeéruloesclerosis que
se presenta después de un periodo de inflamacion
debida a infeccidon o reacciones autoinmunes que
afectan las células que conforman el glomérulo.
Por ejemplo, se ha demostrado que la adenosina
actiua sobre receptores especificos en los
neutréfilos y las células endoteliales danadas,
reduciendo el proceso inflamatorio (Okusa M.D. et
al.,, 1999). La adenosina se une a los receptores
tipo A, expresados en la superficie de estas células
e inhibe la produccion de las especies reactivas
de oxigeno, principalmente ion superoxido (O,-) y
perdxido de hidrogeno (H,0,); ademas disminuye
la adherencia de los neutrdfilos con el endotelio; y
previene el dano inducido durante los procesos
inflamatorios (Ha, H. & Hwan KK, 1995; Okusa. M.D.
et al., 1999).

La disminucion de la inflamaciéon mediada por |

los receptores A, de adenosina expresados en la
membrana de los neutrdfilos, involucra la princi-
pal via de senalizacion intracelular de estos
receptores, a través delincremento intracelular de

AMPc v la consecuente activacion de la proteina |

cinasa A (PKA). Ademas, la presencia de agonistas
para receptores de adenosina A,, incrementan
el AMPc intracelular de manera dependiente de
la dosis, y este efecto se sinergiza por la presencia
de un inhibidor de la ecto-fosfodiesterasa (Okusa
M.D., 2002). Otros estudios han demostrado que
los inhibidores de la PKA bloquean el efecto
antiinflamatorio de los agonistas de los receptores
de adenosina A,_,. En experimentos realizados en
neutréofilos humanos aislados y activados, la
presencia de éster ATL-146 y rolipram, un inhibidor
de la fosfodiesterasa, incrementaron el contenido
de AMPc intracelular, disminuyendo la actividad
oxidativa de los neutréfilos, Io gue sugirié que este
efecto inhibitorio se relaciona con el incremento
del AMPc y la consecuente activacion de PKA
(Okusa M.D., 2002). Por otra parte, se ha
demostrado que el estrés oxidativo activa la
enzima 5'-nucleotidasa e incrementa la
produccion de adenosina en el rindn. Este proceso
provoca un desequilibrio de los mecanismos que
regulan la produccién de adenosina y que
participan en el control del tono vascular renal y
por consecuencia la perfusion glomerular (Chen
Y. F., et al, 2001).

En este estudio se pretende demostrar que el
incremento en la concentracion extracelular de
AMPc y ADO disminuye el dano celular causado
por especies reactivas de O,- medidas en funcién

de la produccion de F -isoprostanos. Para este
proposito, se disenid un modelo experimental con
ratas control y ratas diabéticas, de las cuales se

| aislod el rinén y posteriormente la porcion glo-

merular. Los glomérulos fueron expuestos in vitro a
estrés oxidativo. Para determinar el efecto del
AMPc en la produccion de radicales libres, se
bloqued la sintesis de ADO mediante la inhibicion
selectiva de la enzima ecto-fosfodiesterasa.

Con estos experimentos se evaluod si el incre-
mento en la concentracion de AMPC por si mismo

| es capaz de prevenir la formacion de las especies

reactivas de O,-, comparado con el efecto que
produce la adenosing.

Figura 1. Glomérulo aislado de rata confrol, observado
con microscopio de confraste de fases.
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Modelo experimental. Se utilizaron ratas ma-
cho de la cepa Wistar de 300 a 350 g de peso.
Se establecieron dos grupos de frabajo; un grupo
de ratas control y un grupo de ratas diabéticas
inducida por la administracion intraperitoneal
(IP) de 65 mg/kg de estreptozotocina. Las ratas
se mantuvieron bajo condiciones estandar du-
rante el desarrollo de los experimentos y 12 horas
antes de la nefrectomia se sometieron a ayuno.
Antes de cada cirugia, se cuantifico la
concentracion de glucosa en sangre y de
hemoglobina glucosilada de cada una de las
ratas en el grupo de diabetes inducida, para
confirmar el desequilibrio metabdlico inductor
de estrés,
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Figura 2. Método de azul de tripano para la medicion de viabilidad de los glomerulos. A la derecha se
observa un glomérulo no viable y a la izquierda un glomeérulo viable.

Aislamiento de glomérulos. El dia del
experimento, las ratas control y las ratas diabéticas
se anestesiaron con 50 mg/kg de pentobarbital
sédico via IP. Durante el proceso, se colocé a la
rata en posicion de decubito dorsal y se
inmovilizaron las extremidades. Posteriormente se
realizd una incision longitudinal en el abdomen, se
localizaron los rifiones, la arteria y vena renal, las
venas cava y aorta abdominales. Se bloqued el
flujo sanguineo mediante la obstruccion de la
aorta de acuerdo al método de Gloy J. et al., 1997.
Se canalizaron las arterias renales y se prefundieron
los rifilones a 4 mi/min, con solucion fisiologica a 4°
C, la cual contenia 135 mM NaCl, 3 mM KCI, 1.5
mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 5.5 mM glucosa y 1 mM
HEPES; pH 7.4. Los rifones se extrajeron a 4°C, se
realizé un corte sagital y se separd la fraccion cor-
tical. La corteza se homogenizé con un pistilo de
vidrio y posteriormente se centrifugd a 2000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. El precipitado
reconstituido en la solucion de perfusion, se tamizd
a través de una criba de acero de 180 um y
enseguida por otra de 60 um, aislando de esta
ultima, la porcién glomerular (Osamo |. & Roman
R. J. 1999), lo cudl se corrobord con observacion
en microscopio de contraste de fases.

Viabilidad de los glomérulos. Para deferminar
la viabilidad de los glomérulos aislados, se utilizo el
método de exclusién del colorante azul de tripan.
Los glomérulos viables se contaron directamente
en la cdmara de Neubauer y se calculo el
porcentaje de viabilidad.

Cuantificacién de Proteinas. La concentrocién
de proteinas totales contenidas en la suspension

glomerular se cuantificé mediante el ensayo
espectrofotométrico del Geido bicinconinico a 570
nm. Se elaboraron curvas de calibracion con y-
globulina bovina, en un rango de concentracion
de 10 a 50 pM.

Deteccion de F-isoprostanos. La concenfracion
de F -isoprostanos se determiné con un ensayo
inmunoenzimatico especifico comercial (ELISA) a
415 nm (Cayman, Chemicals). Con esta finalidad,
se tomaron muestras que contenian 100 glomérulos
aislados de ratas control y de ratas diabéticas y se
expusieron a un reto oxidativo con H,0, 5 mM,
menadiona 5 uM y metilviologen 35 uM; ya que
diversos estudios han demostrado que la
exposicion de las células renales a esta
concentracion de perdxido de hidrogeno durante
una hora, induce dano celularmoderado (Lee H.T.,
& Emala C. W. 2001). Ademas, se evaluo el efecto
de AMPc 100 nm y adenosina 75 uM sobre el dano
oxidativo y posteriormente se determino el efecto
de los farmacos probenecid 1 uM, rolipram 5 uM y
dipiridamol 10uM, como inhibidores de los canales
de AMPc, de la enzima fosfodiesterasa y de los
mecanismos de transporte de adenosina,
respectivamente.

El grupo de ratas que desarrollaron
hiperglucemia inducida por estreptozotocina (65
mag/kg) observaron una concentracion de glucosa
en sangre mayor a 600 mg/dl y la hemoglobina
glucosilada de 5.3% + 0.05%, lo cual confirmé el
desarrollo de diabetes, al compararse con el grupo
de ratas control.
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F,-isoprostanos F,-isoprostanos
(pg/mi) (pg/mi)
Ratas Control |Ratas Diabéticas Rat ntrol |Ratas Diabéticas
Glomérulos basales _ 602439 | 5054048 6024392 | 5054+0.68
H,0, 7.25%2.17 0.68 + 0.58 794+ 3.75 0.78 + 0.43
Reto Oxidativo Menadiona 16,52 1.55 0.73+0.42 8,79 £ 0.66 1.91 4220
Metil Viologen | 45.22 + 38.50 0.68 £ 0.57 21.97 +8.50 534+ 3.63
AMPc Adenosina
H,O, 3.06+0.21 3.24+ 420 5124283 0.49 £0.10
Reto Oxidativo Menadiona 9831302 0.21 £0.07 431 +0.23 0.90+0.13
Metil Viologen 15.12%1.40 0.60 £ 0.05 6.30 + 2.98 3.02+1.07
Probenecid o H,0, &7.93+ 1221 11.40 £7.95 59.45 + 12.86* | 39.91 + 22.90*
Dipiridamol* Menadiona 2396+ 17.68 | 26.69 +11.52 22.99 + 25.75* BFESRL
Mefil Viologen | 22.18 £5.32 088+0.24 10.12 £ 5.20* 0.78 £ 1.07*
Hzc)2 16,65+ 1.94 1.14+0.72 13.6944.21 854+7.18
Rolipram Menadiona 4197 +30.28 0.99 + 0.05 95.79+61.09 | 27.24+14.39
Metil Viologen 2.80+0.39 16.59 + 3.30 3.65+0.76 0.84 £ 0.90
Probenecid 6 H,O, 26.35+ 5.53 3.99+2.63 15.53 + 0.35* 437 + 4.59*
Dipiridamol* Menadiona 5212+ 491 3.67 £ 1.56 17.38 + 6.49* | 16.38 + 18.09*
+ Metil Viologen | 77.54 + 23.85 422+1.98 99.98 + 23.22* | 31.84 + 32.69*
Rolipram

TABLA 1. Concenfracion de F,-isoprostanos en muestras de 100 glomérulos aislados de ratas normales y de ratas diabéticas
respectivamente. Los resultados se expresan con el promedio £ error estandar, n=4,

Se aislaron 40,000 glomérulos/mi de los rinones
de ratas controly 25,500 glomérulos/mi de las ratas
diabéticas en promedio(figura 1). La viabilidad de
la suspension glomerular determinada por la
exclusion de azul de tripdan fue de 95 % en las ratas
control y 96 % en las ratas diabéticas (figura 2). La
concentracion de proteinas totales de estos
homogenados fue de 6.58 mg/ml en los glomérulos
de ratas normales y 2.11 mg/ml en los glomérulos
de ratas diabéticas. Los resultados obtenidos de
la cuantificacion de F -isoprostanos se muestran a
continuacion en la tabla 1 y en las figuras 3, 4, 5, 6
y7.

Los glomérulos aislados de las ratas control
incrementaron la produccion de F -isoprostanos al
ser expuestos a los agentes oxidantes H,0,,
menadiona y metilviologen. Por otra parte los
glomeérulos de las ratas diabéticas disminuyeron

significativamente la produccion de F,-isoprostanos
en las mismas condiciones, posiblemente debido
a que poseen un mecanismo protector contra el
estrés oxidativo hasta cierto punto. El AMPc y la
ADO disminuyeron la produccién de F,-
isoprostanos cuando estan presentes en el liquido
extraglomerular. Estos hallazgos apoyan nuestra
hipétesis y nos indican que el AMPc y/6 la ADO
actuan como protectores del estrés oxidativo en
este modelo experimental. Para determinar el
mecanismo de accién de cada uno de estos
compuestos, se evalud el efecto de probenecid
como un inhibidor del transporte de dacidos
organicos ya que se ha demostrado que el AMPc
utiliza este sistema de transporte para salir de la
célula. En nuestros experimentos el probenecid
incrementé la produccion de F -isoprostanos en
presencia de los fres agentes oxidantes, lo cual
indicé que la inhibicién de la liberacién o el
transporte hacia el interior celular del AMPc no
es suficiente para disminuir la produccién de F-



Figura 3. Efecto de H,0, 5 mM, menadiona 5 uM Yy
metilviologen 35 uM en la produccion de Fisoprostanos
de 100 glomérulos aislados de ratas control y ratas
diabéticas. Los valores se expresan como la media + error
estandar, n=4
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Figura 4. Efecto de AMPc 100 nM en la produccion de Fy-
isoprostanos de 100 glomérulos aislados de ratas control y
ratas diabéticas, expuestos a un estrés oxidativo, Los valores
se expresan como la media + error estandar, n=4,
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Figura 5. Efecto de adenosina 75 uM en la produccion de
F-isoprostanos de 100 glomérulos aislados de ratas control
y ratas diabéticas, expuestos a estrés oxidativo. Los valores
se expresan como la media + error estandar, n=4.
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isoprostanos. Ademdas, el rolipram, inhibidor de la
isoforma IV de la enzima ecto-fosfodiesterasa
presentd un efecto similar a probenecid (con
excepcion de metilviologen); demostrando que la
inhibicién de la degradaciéon de AMPc no parece
tener efecto protector para la produccion de F-
isoprostanos.

Por otra parte, la ADO anadida extracelular-
mente en presencia de rolipram no produjo un in-
cremento en la respuesta quizds debido a que el
AMPc intra y extracelular no se utilizan en este
mecanismo. El blogqueo de los frasportadores de
adenosina tampoco muestra una disminucion en la
produccion de F, |soprosfcnos. ya que es probable
que la cdenosmc siga vias metabdlicas alternas
como transformacion a inosina y/6 unién a
receptores, y que esta sea la razén por la cual no se
presente el efecto protector esperado.

El bloqueo del transporte del AMPc y de su
metabolismo al parecer tampoco fueron
suficientes para producir un efecto inhibitorio sobre
la produccion de F-isoprostanos. La presencia de
metilviologen y adenosina en la suspension glom-
erular disminuyeron la produccion de Fy
isoprostanos de manera mas notoria que las ofras
dos condiciones; estos hallazgos indican que el
metilviologen inhibe probablemente la liberacion
de dcido araquidodnico y por consecuencia la
formacién F-isoprostanos. Paradéjicamente
cuando se evalud la produccion de F-isoprostanos

B control
D diabéticas

(pg/mi)

F

Figura &. Efecto de AMPc 100 nM, probenecid 1 mM y
rolipram 5 uM - en la produccion de F -isoprostanos de 100
glomérulos asilodos de ratas control y ratas diabéticas,
expuestos a estrés oxidativo. Los valores se expresan como
la media + error estandar, n=4,
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en presencia de los tres compuestos oxidantes,
unicamente el metilviologen incrementé la
produccién de F,-isoprostanos. Sin embargo, el
H,0, y la menadiona probablemente favorezcan
la concentracion de ADO y AMPc intra y
extracelular, y por consecuencia disminuyan la
producciéon de F -isoprostanos. En estas
condiciones el metilviologen actia como un
intercambiador de electrones libres a nivel
mitocondrial, los cuales aumentan el estrés
oxidativo en la membrana celular, favorecen la
liberacién del 4cido araquidénico y la formacion
F,-isoprostanos.

Es posible que el aumento de AMPc o ADO
extracelular en el medio en contacto con los
glomérulos de ratas control y de ratas diabéticas
los proteja del estrés oxidativo en diferente
proporcion. Ademas el efecto protector del AMPc
y la ADO extracelular demostrado en estos
experimentos se observa siempre y cuando las vias
de senalizacion intra y extracelulares funcionen
conjuntamente.
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Figura 7. Efecto de adenosina 75 uM, dipiridamol 10 uM y
rolipram 5 puM en la produccion de F isoprostanos en 100
glomérulos aislados de ratas control y ratas diabéticas,
expuestos a estrés oxidativo. Los valores se expresan como
la media + error estandar, n=4,
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