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Resumen

La hiperglucemia progresiva en la diabetes mellitus está asociada con daño significativo y disfunción 
del sistema endotelial vascular, así como con alteraciones micro y macrovasculares, permeabilidad 
vascular, ateroesclerosis y modificaciones del estrés oxidativo. La diabetes mellitus aumenta la pro-
ducción de proinflamatorios (citoquinas), lo que involucra particularmente el sistema calicreína-cininas. 
El receptor BKB1 es un importante componente de este sistema y está sobrerregulado en el estado 
inflamatorio (como lo es la diabetes mellitus). En el presente estudio, evaluaremos el modo en que el 
sistema mencionado modifica de forma progresiva la glucemia y el estrés oxidativo en plasma y en la 
arteria aorta mediante la actividad del malondialdehído (MDA), el glutatión (GSH) y la permeabilidad 
vascular en un modelo diabético inducido por estreptozocina (STZ). Los resultados obtenidos mues-
tran que la hiperglucemia diabética aumenta a los 12 y a los 18 días después de la aplicación de STZ, 
en tanto que el estrés oxidativo plasmático medido por MDA lo hace a los 8 días luego de la STZ, 
mientras que el antioxidante GSH desciende y se relaciona con el aumento de la hiperglucemia. En 
la arteria aorta se observaron cambios similares del estrés oxidativo (MDA y GSH). La permeabilidad 
vascular acompañó el progreso de la hiperglucemia. La administración de R-954 –antagonista del 
receptor BKB1– inhibió significativamente la hiperglucemia y el estrés oxidativo plasmático, en tanto 
que también modificó el estrés oxidativo y la permeabilidad vascular en la arteria aorta. Estos datos 
proveen evidencia de la participación del receptor BKB1 en el sistema calicreína-cininas en la patolo-
gía aórtica diabética.
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Abstract

Progressive hyperglycemia in diabetes mellitus is associated with significant long-term damage and 
micro- and macrovascular complications. Vasculopathy is associated with oxidative stress, vascular 
permeability, and atherosclerosis. Diabetes mellitus increases pro inflammatory cytokines, involving 
particularly the kallikrein-kinin system. Kinin B1 receptor (BKB1-R), an important component of this 
system, is upregulated in the inflammatory state as diabetes. In the present study we evaluated how 
the kallikrein-kinin system modified diabetic hyperglycemia and oxidative stress (MDA and GSH) in 
plasma and aortic artery, progressively in a mice STZ diabetic model. In the diabetic mice hypergly-
cemia increased at days 12 and 18 after STZ, whereas components of oxidative stress (measured 
through MDA and GSH) in plasma did so at day 8 after STZ; on the other hand, antioxidative GSH 
was significantly decreased. Aortic artery showed modifications in vascular permeability and oxidative 
stress (MDA, GSH). The effect of BKB1-R antagonist R-954 on diabetic mice significantly inhibited 
plasma and aortic artery MDA, GSH, and permeability, with a similar decrease in diabetic hyperglyce-
mia. These data provide further experimental evidence for the role of BKB1-R and kallikrein-kinin 
system in the aortic pathology in the diabetic state. 
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Introducción

La diabetes mellitus es un estado hiperglucémico progre-
sivo asociado con el desarrollo de enfermedades cardio-
vasculares, con un 80% de morbilidad y mortalidad cardio-
vascular, referidas a complicaciones macrovasculares tales 
como ateroesclerosis (1-3). En los individuos con diabetes, 
el aumento del riesgo de desarrollar complicaciones vas-
culares ocurre a pesar del estricto control glucémico y aun 
de acentuar los esfuerzos por disminuir el daño progresivo 
macrovascular diabético (4).
La diabetes es una de las causas principales de mortalidad en 
el mundo y es, comparativamente, 3 o 4 veces más común 
que en los individuos no diabéticos (5,6). La diabetes mellitus 
está asociada con estados de hipercoagulación y protrombo-
sis que conducen a una respuesta inflamatoria, seguida de 
infecciones que afectan múltiples órganos (7,8). Ha sido, tam-
bién, reconocida como un solo factor de riesgo independiente 
para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (9). 
El endotelio vascular juega un papel crucial en la diabetes 
asociada a ateroesclerosis a través de la regulación de la per-
meabilidad vascular, la inflamación y la trombosis (10,11). La 
función del endotelio vascular está significativamente deterio-
rada durante el estado diabético, en un fenómeno llamado 
“disfunción endotelial” y caracterizado por la reducida biodis-
ponibilidad de un mediador celular endotelial, el óxido nítrico 
(ON). La disminución del ON liberado derivado del endotelio 
promueve la activación de plaquetas y leucocitos, y la adhe-
sión modifica la integridad de la barrera endotelial celular y 
causa la sobrerregulación de genes proinflamatorios (12-14).
La diabetes mellitus aumenta la producción de especies re-
activas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) y citoqui-
nas proinflamatorias e involucra particularmente el sistema 
calicreína-cininas (15). El aumento de ROS, producido por 
el endotelio vascular y las células sanguíneas circulantes, 
modifica las funciones de la barrera endotelial y aumenta la 
producción de trombos (16); también el estrés oxidativo es 
determinante para la activación de las plaquetas, lo cual es 
un factor de riesgo para la aterotrombosis (17).

Objetivo

El presente estudio fue realizado para determinar si en el 
estado diabético progresivo interviene el sistema calicreí-
na-cininas y si, como consecuencia de la diabetes, se altera 
el estrés oxidativo en la arteria aorta de un modelo murino. 

Material y métodos

Se utilizaron ratones machos C57BL/Ks mdb (Instituto Na-
cional de Microbiología Dr. Malbrán) de 25-30 g de peso. 
Los animales fueron distribuidos en grupos de 6 con ali-
mentación y agua a voluntad y mantenidos en condiciones 

de luz estándar (12 horas de luz, 12 horas de oscuridad) a 
22 °C. Se les inyectó 5 dosis consecutivas de STZ (40 mg/
kg). Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo 
con las recomendaciones del Comité de Ética de la Univer-
sidad Argentina John F. Kennedy.

Protocolo experimental

Los animales fueron divididos en los siguientes grupos  
(n = 6): 1) control; 2) control + R-954; 3) STZ; 4) STZ + R-954. 
Fueron tratados con 4 dosis de R-954 (300 mcg/kg) a partir 
del quinto día después de la aplicación de STZ, a partir del 
noveno día después de la STZ y a los 15 días a partir de la 
STZ y sacrificados a los 0, 8 12 y 18 días luego de la admi-
nistración de STZ.

Determinaciones bioquímicas

La determinación de glucemias fue confirmada a los 0, 8, 12 
y 18 días después de la aplicación de STZ midiendo la glu-
cosa sanguínea en un analizador automático (Accu-Chek® 
Performa). Se obtuvieron muestras de plasma para determi-
nar MDA, antioxidante GSH y colesterol. Muestras de arteria 
aorta de animales de control y diabéticos (G 1, 2, 3, 4) se 
analizaron a los 0, 8, 12 y 18 días después de la administra-
ción de STZ o STZ + R-954. Las muestras de arteria aorta 
fueron pesadas y homogeneizadas en Tris-Buffer pH 7,4 y 
centrifugadas a 3000 rpm y el Spr fue utilizado para deter-
minaciones bioquímicas (18).

Permeabilidad vascular

La permeabilidad vascular a albúmina fue evaluada median-
te azul de Evans (EB, por sus siglas en inglés) inyectado 
en la vena yugular (20 mg/kg en un volumen de 100 mcl). 
Se permitió la circulación del EB durante 15 minutos. Los 
animales fueron sacrificados por dislocación cervical y se 
obtuvieron muestras de arteria aorta a 0, 8, 12 y 18 días 
luego de la administración de STZ o STZ + R-954, que fue-
ron pesadas y su EB, determinado de acuerdo con Tidjane 
y colaboradores (19). 

Fármacos

La estreptozotocina-STZ (SIGMA, Co, Mo) fue disuelta en 
solución fisiológica (pH 4,5) y administrada i.p. R-954 anta-
gonista específico del receptor BKB1 de cininas fue disuelto 
en solución fisiológica y administrado i.p. en 5 dosis conse-
cutivas (R-954: Ac-Orn-[Oic2, α-MePhe5, DβNal7, Ile8] des 
Arg9-BK) Inst. Pharmacology Sherbrooke, Canadá. Evans 
Blue EB (SIGMA Co, Mo), disuelto en solución fisiológica.
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Análisis estadístico

Los datos obtenidos fueron expresados como +/– ES de la 
media y se efectuaron análisis de varianza (ANOVA) segui-
dos de pruebas t de Student para comparaciones múltiples. 
Una p <0,05 fue considerada significativa.

Resultados

La STZ indujo una diabetes insulinodependiente (DDI) aso-
ciada con marcadas alteraciones del estrés oxidativo plas-
mático y vasculares. La concentración de glucosa plasmáti-
ca (mmol/l) se observó significativamente aumentada a partir 
de los 12 días y hasta los 18 días posteriores a la aplicación 
de STZ. El efecto de R-954, antagonista del BKB1, redu-
jo de forma importante la hiperglucemia diabética a partir 
del día 12 después de la administración de STZ. MDA, un 
marcador de la peroxidación lipídica, se observó progresi-
vamente aumentado en plasma a partir del día 8 luego de 
la aplicación de STZ, con valores aumentados de manera 
significativa respecto del control (nmol/100 mcl: 40, 90 y 
110%, respectivamente). El tratamiento con R-954 restauró 
a niveles normales la peroxidación lipídica. Los niveles de 
GSH (nmol/100 mcl) fueron disminuidos progresiva y sig-
nificativamente en el estado diabético respecto del control 
desde el día 8 hasta el día 18 después de la administración 
de STZ (–44, –57, –67%, respectivamente). Por otra par-
te, los valores de colesterol mostraron también diferencias 
significativas a los 12 y los 18 días posteriores a la STZ. La 
recuperación por el tratamiento con R-954 fue restaurada 
en parte (Tabla 1). 
Arteria aorta. El estrés oxidativo en la arteria aorta se ob-
serva en la Fig. 1. El MDA aumentó progresivamente 1,5; 
2,7, y 4,4 veces más, comparado con el control (p <0,05), 
desde los 8 días hasta los 18 días después de la adminis-

tración de STZ. En cuanto al efecto de la diabetes sobre los 
antioxidantes como GSH, se observó una reducción progre-
siva temprana al cabo de 8 a 18 días luego de la aplicación 
de STZ (–35, –62, –68%, respectivamente; p <0,05) (Fig. 2). 
La permeabilidad vascular medida por EB se observa en la 
Fig. 3. Comparada con el control, la diabetes aumentó pro-
gresivamente la permeabilidad vascular aórtica 2,3; 4, y 12 
veces más a los 8, 12 y 18 días luego de la STZ. La adminis-
tración de R-954, antagonista selectivo del receptor BKB1, 
disminuyó significativamente la glucemia, el estrés oxidativo 
y la permeabilidad vascular diabética y llevó los valores a tér-
minos normales (p <0,05).

TABLA 1. CONCENTRACIÓN PLASMÁTICA DE GLUCOSA, MALONDIALDEHÍDO (MDA), GLUTATIÓN (GSH) 
Y COLESTEROL EN ANIMALES (n = 6)

 

Control

D 8 d
D 8 d + R-954

D 12 d
D 12 d + R-954

D 18 d
D 18 d + R-954

Control, diabéticos y diabéticos + R-954 a los 0, 8, 12 y 18 días después de la aplicación de STZ.
*p <0,05 control vs. diabéticos.

Glucosa
mmol/l
5,1+/–0,5

5,9+/–0,8
6,1+/–0,7

12,8+/–1,7*
6,2+/–1,6

18,4+/–2,4*
6,1+/– 0,6

MDA
nmol/100 mcl
10,9+/–1,2

14,1+/–1,1*
12,2+/–1,3

19,5+/–2,6*
11,8+/–0,7

21,3+/–2,6*
11,9+/+1,3

GSH 
nmol/100 mcl 
9,5+/–2,1
 
5,4+/–1,3*
6,8+/–1,5
 
4,1+/–1,1*
8,5+/–1,7
 
3,1+/–0,6*
7,6+/–1,2

Colesterol
mmol/ml 
3+/–1,3
 
4,1+/–1,5
3,8+/–0,6
 
6,3+/–0,8*
5,9+/–1,1
 
8,1+/–0,5*
6,3+/–1,1
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Figura 1. Concentración de malondialdehído (MDA) en tejido aórtico de animales 
de control (C), diabéticos y diabéticos + R-954. Los datos son +/– ES de las medias.
*p <0,05 D vs. C; D vs. D + R-954.
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Figura 2. Determinación de GSH antioxidante en tejido aórtico de ratones control (C), 
diabéticos (D) y diabéticos +R954 antagonista de 0, 8, 12 y 18 días después de la aplicación 
de STZ. Los resultados son las medias +/– SEM.
*p <0,05 diabéticos vs. control.

nm
ol

/m
gP

D 8 d
D + R-954

D 18 d
D + R-954

D 12 d
D + R-954

AORTA GSH C

0
C D 8 d D + R-

954
D 12 d D + R-

954
D + R-
954

D 18 d

20

40

60

80

100

120

140

160

Figura 3. Permeabilidad capilar aórtica de animales de control (C), diabéticos (D) y 
diabéticos + R-954. Los datos significan +/– ES de las medias de 6 animales por grupo.
*p <0,05 diabéticos vs. control; diabéticos + R-954 vs. diabéticos.
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Discusión

Este estudio evidencia que la diabetes está asociada al sis-
tema inflamatorio calicreína-cininas. La regulación y el rol 
potencial del sistema calicreína-cininas en la diabetes han 
sido demostrados por Margolius (20). En nuestro estudio, 
mostramos cómo la hiperglucemia diabética progresiva pro-
duce serias complicaciones tempranas en la arteria aorta. 
La alta concentración de glucosa aumenta progresiva y sig-
nificativamente el estrés oxidativo y la permeabilidad capilar. 
Por otra parte, en condiciones inflamatorias –como la diabe-
tes– se produce una activación de la inducción del receptor 
BKB1 que amplifica la acumulación de des-Arg9-bradicini-
na como resultado de la modificación de bradicinina en el 
sitio inflamatorio (21). La hiperglucemia ha sido aceptada 
como un factor esencial en el desarrollo de las complica-
ciones diabéticas vasculares (22). El estrés oxidativo está 
significativamente aumentado en la diabetes mellitus debido 
a la progresiva y prolongada exposición a la hiperglucemia; 
esto es una característica común en la diabetes, en la que la 
disminución de la actividad de antioxidantes es potenciada 
por la excesiva producción de ROS (23).
Estas observaciones han sido vistas en estudios realizados 
en seres humanos en los que se observan altos niveles de 
biomarcadores específicos de lípido-peroxidasa, lo que re-
fleja estrés oxidativo en la diabetes (24). La disminución en-
dotelial del ON liberado provoca la activación y la adhesión 
de plaquetas y leucocitos, lo que compromete la integridad 
de la barrera endotelial, causa sobrerregulación de genes 
proinflamatorios e induce a ateroesclerosis (12,13). Por otra 
parte, las altas concentraciones de ON producen aniones 
superóxido (O2) para formar peróxidos reactivos (ONOO-), 
lo que reduce la biodisponibilidad y contribuye a aumentar 
la inflamación y el estrés oxidativo (25).
Nuestros resultados de marcadores tempranos del estrés 
oxidativo sin la correspondiente relación con la hipergluce-
mia diabética temprana podrían sugerir que en el estado 
prediabético ocurren modificaciones tempranas de los pa-
rámetros medidos del estrés oxidativo en plasma indepen-
diente de la hiperglucemia. Una interesante información de 
nuestros resultados indica que la participación del sistema 
calicreína-cininas es importante, dado que el antagonis-
ta del receptor BKB1 R-954 disminuye el estrés oxidativo 
hasta valores normales. Estos datos sugieren una nueva 
terapéutica de importancia del receptor BKB1 en la pato-
logía ateroesclerótica diabética (26). En cuanto al efecto de 
la patología diabética en la arteria aorta, pudimos observar 
que los niveles progresivos de glucosa afectan el estrés oxi-
dativo de la arteria.
El efecto de la diabetes sobre las complicaciones vascula-
res ha sido motivo de diferentes estudios (27). De acuerdo 
con Traub y colaboradores (28), el estrés oxidativo puede 
ser responsable de los cambios en la función endotelial. 
En estos casos, también el aumento de las ROS producido 
por el endotelio vascular y las células sanguíneas circu-
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lantes modificarían las funciones de la barrera endotelial y 
aumentarían la formación de trombos (29). El aumento del 
estrés oxidativo observado en la arteria aorta en nuestro 
modelo animal sería un factor determinante de activación 
plaquetaria, lo cual determinaría un factor de riesgo para 
aterotrombosis.
La diabetes también es un factor predisponente a permea-
bilidad capilar y edemas, lo que puede reforzar la formación 
de trombos por aumentar la viscosidad sanguínea. En nues-
tro modelo también observamos un deterioro vascular pro-
gresivo. Los marcadores del estrés oxidativo se modifican 
desde el comienzo de la patología diabética; sin embargo, 
al observar el nivel de glucosa plasmática a los 8 días de 
diabetes, este no se correlaciona con las modificaciones 
tempranas de MDA y GSH, pero sí lo hace a los 12 y a los 
18 días después de la administración de STZ. Se podría su-
gerir que tempranamente se producen modificaciones que 
afectan la integridad endotelial por el aumento temprano de 
ROS, independientes del nivel de glucosa. Durante el proce-
so inflamatorio diabético se alteran las bases morfológicas 
del endotelio por la acción de mediadores químicos, lo que 
produciría alteraciones tempranas de las uniones celulares. 
Por otra parte, modificaciones de los filamentos de actina y 

miosina endotelial por fosforilación oxidativa aumentan los 
espacios interendoteliales por acción inflamatoria.
La consecuencia del antagonista R-954 sobre el bloqueo 
del receptor de cininas BKB1 demuestra ser doble: por un 
lado, el antagonista R-954 produce un efecto antidiabéti-
co –señalado por nosotros anteriormente– que consiste en 
una disminución de la hiperglucemia diabética (30); por otra 
parte, la disminución de la hiperglucemia diabética por el 
antagonista R-954 podría controlar los efectos del estrés 
oxidativo inflamatorio y, como resultado, disminuir la per-
meabilidad vascular y la producción de ROS, lo que mejora-
ría la patología diabética aórtica.

Conclusión

Todos los parámetros observados durante la hiperglucemia 
progresiva contribuyen al daño vascular, vía la generación 
de ROS con expresión del receptor inflamatorio BKB1 de ci-
ninas, en tanto que el tratamiento con el antagonista R-954 
representa un nuevo enfoque terapéutico de las complica-
ciones aórticas diabéticas al estar involucrado el sistema 
calicreína-cininas en la patología diabética. 
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