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EL ROL DEL SISTEMA CALICREINA-CININAS EN UN
MODELO EXPERIMENTAL DE DIABETES. ESTUDIO DE
LA PATOLOGIA AORTICA

A PRIMARY ROLE OF THE KALLIKREIN-KININ SYSTEM IN A DIABETIC ANIMAL
MODEL. EXPERIMENTAL STUDY OF AORTIC PATHOLOGY

Orlando L. Catanzaro,* Irene di Martino,? Jorgelina Aira Capponi?

REsuMEN
La hiperglucemia progresiva en la diabetes mellitus esta asociada con dano significativo y disfuncion
del sistema endotelial vascular, asi como con alteraciones micro y macrovasculares, permeabilidad
vascular, ateroesclerosis y modificaciones del estrés oxidativo. La diabetes mellitus aumenta la pro-
duccion de proinflamatorios (citoquinas), o que involucra particularmente el sistema calicreina-cininas.
El receptor BKB1 es un importante componente de este sistema y esta 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 plasmay en la
arteria aorta mediante la actividad del malondialdehido (MDA), el glutation (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 dias después de la aplicacion de STZ,
en tanto que el estrés oxidativo plasmatico medido por MDA lo hace a los 8 dias 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 acompand el progreso de la hiperglucemia. La administracion de R-954 —antagonista del
receptor BKB1- inhibi¢ significativamente la hiperglucemia y el estrés oxidativo plasmatico, en tanto
que también modifico el estrés oxidativo y la permeabilidad vascular en la arteria aorta. Estos datos
proveen evidencia de la participacion del receptor BKB1 en el sistema calicreina-cininas en la patolo-
gia adrtica diabética.

PALABRAS GLAVE. Diabetes, aorta, estrés oxidativo, sistema calicreina-cininas, BKB1-R.

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.

Key worps. Diabetes, aortic pathology, oxidative stress, kallikrein-kinin system, BKB1-R.
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Introduccion

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 dafio progresivo
macrovascular diabético (4).

La diabetes es una de las causas principales de mortalidad en
el mundo y es, comparativamente, 3 0 4 veces mas comun
que en los individuos no diabéticos (5,6). La diabetes mellitus
esta asociada con estados de hipercoagulacion y protrombo-
sis que conducen a una respuesta inflamatoria, seguida de
infecciones que afectan multiples érganos (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 regulacion de la per-
meabilidad vascular, la inflamacion y la trombosis (10,11). La
funcion del endotelio vascular estéa significativamente deterio-
rada durante el estado diabético, en un fendmeno llamado
“disfuncion endotelial” y caracterizado por la reducida biodis-
ponibilidad de un mediador celular endotelial, el dxido nitrico
(ON). La disminucion del ON liberado derivado del endotelio
promueve la activacion de plaquetas y leucocitos, y la adhe-
sion modifica la integridad de la barrera endotelial celular y
causa la sobrerregulacion de genes proinflamatorios (12-14).
La diabetes mellitus aumenta la produccion de especies re-
activas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y citoqui-
nas proinflamatorias e involucra particularmente el sistema
calicreina-cininas (15). El aumento de ROS, producido por
el endotelio vascular y las células sanguineas circulantes,
modifica las funciones de la barrera endotelial y aumenta la
produccion de trombos (16); también el estrés oxidativo es
determinante para la activacion 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 calicrei-
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 Microbiologia Dr. Malbran) de 25-30 g de peso.
Los animales fueron distribuidos en grupos de 6 con ali-
mentacion y agua a voluntad y mantenidos en condiciones

de luz estandar (12 horas de luz, 12 horas de oscuridad) a
22 °C. Se les inyectd 5 dosis consecutivas de STZ (40 mg/
kg). Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo
con las recomendaciones del Comité de Etica 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 dia después de la aplicacion de STZ, a partir del
noveno dia después de la STZ y a los 15 dias a partir de la
STZ y sacrificados a los 0, 8 12 y 18 dias luego de la admi-
nistracion de STZ.

Determinaciones bioguimicas

La determinacion de glucemias fue confirmada alos 0, 8, 12
y 18 dias después de la aplicacion de STZ midiendo la glu-
cosa sanguinea en un analizador automéatico (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 alos 0, 8, 12 y 18 dias después de la administra-
cion de STZ o STZ + R-954. Las muestras de arteria aorta
fueron pesadas y homogeneizadas en Tris-Buffer pH 7,4 vy
centrifugadas a 3000 rpm vy el Spr fue utilizado para deter-
minaciones bioquimicas (18).

Permeabilidad vascular

La permeabilidad vascular a albumina 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 permiti6 la circulacion del EB durante 15 minutos. Los
animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y se
obtuvieron muestras de arteria aorta a 0, 8, 12 y 18 dias
luego de la administracion de STZ o STZ + R-954, que fue-
ron pesadas y su EB, determinado de acuerdo con Tidjane
y colaboradores (19).

Farmacos

La estreptozotocina-STZ (SIGMA, Co, Mo) fue disuelta en
solucion fisioldgica (pH 4,5) y administrada i.p. R-954 anta-
gonista especifico del receptor BKB1 de cininas fue disuelto
en solucion fisiologica y administrado i.p. en 5 dosis conse-
cutivas (R-954: Ac-Orn-[Oic2, a-MePheb, DBNal7, lle8] des
Arg9-BK) Inst. Pharmacology Sherbrooke, Canada. Evans
Blue EB (SIGMA Co, Mo), disuelto en solucion fisiologica.
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TABLA 1. CONCENTRACION PLASMATICA DE GLUCOSA, MALONDIALDEHIDO (MDA), GLUTATION (GSH)

Y COLESTEROL EN ANIMALES [n = 6]

Glucosa MDA GSH Colesterol

mmol/l nmol/100 mcl nmol/100 mcl mmol/ml
Control 51+/-05 10,9+/-1,2 9,5+/-21 3+/-13
D8d 5,9+/-0,8 141+/-1,1" 9,4+/-1,3* 414/-15
D 8 d + R-954 6,1+/-0,7 122+/-13 6,8+/-1,5 3,8+/-0,6
D12d 12,8+/-1,7" 19,5+/-2,6* 414/-1,1* 6,3+/-0,8*
D 12 d + R-954 6,2+/-1,6 11,8+/-0,7 8,5+/-1,7 5,9+/-1,1
D18d 18,4+/-2,4* 21,3+/-2,6" 3,14/-0,6* 8,14/-0,5%
D 18 d + R-954 6,1+/-0,6 11,94/+1,3 7,64/-12 6,3+/-1,1

Control, diabéticos y diabéticos + R-954 a los 0, 8, 12 y 18 dias después de la aplicacion de STZ.

*p<0,05 control vs. diabéticos.

Analisis estadistico

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

Resultados

La STZ indujo una diabetes insulinodependiente (DDI) aso-
ciada con marcadas alteraciones del estrés oxidativo plas-
matico y vasculares. La concentracion de glucosa plasmati-
ca (mmol/l) se observé significativamente aumentada a partir
de los 12 dias y hasta los 18 dias posteriores a la aplicacion
de STZ. El efecto de R-954, antagonista del BKB1, redu-
jo de forma importante la hiperglucemia diabética a partir
del dia 12 después de la administracion de STZ. MDA, un
marcador de la peroxidacion lipidica, se observéd progresi-
vamente aumentado en plasma a partir del dia 8 luego de
la aplicacion de STZ, con valores aumentados de manera
significativa respecto del control (nmol/100 mcl: 40, 90 y
110%, respectivamente). El tratamiento con R-954 restaurd
a niveles normales la peroxidacion lipidica. Los niveles de
GSH (nmol/100 mcl) fueron disminuidos progresiva y sig-
nificativamente en el estado diabético respecto del control
desde el dia 8 hasta el dia 18 después de la administracion
de STZ (-44, -57, -67%, respectivamente). Por otra par-
te, los valores de colesterol mostraron también diferencias
significativas a los 12 y los 18 dias posteriores a la STZ. La
recuperacion 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. EI MDA aumenté progresivamente 1,5;
2,7,y 4,4 veces mas, comparado con el control (o <0,05),
desde los 8 dias hasta los 18 dias después de la adminis-

tracion de STZ. En cuanto al efecto de la diabetes sobre los
antioxidantes como GSH, se observé una reduccion progre-
siva temprana al cabo de 8 a 18 dias luego de la aplicacion
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 aumento pro-
gresivamente la permeabilidad vascular adrtica 2,3; 4, y 12
veces mas alos 8, 12y 18 dias luego de la STZ. La adminis-
tracion de R-954, antagonista selectivo del receptor BKB1,
disminuy¢ significativamente la glucemia, el estrés oxidativo
y la permeabilidad vascular diabética y llevo los valores a tér-
minos normales (p <0,05).
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Figura 1. Concentracién de malondialdehido (MDA) en tejido adrtico de animales
de control (C), diabéticos y diabéticos + R-954. Los datos son +/— ES de las medias.
*p<0,05Dvs. C; D vs. D + R-954.
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Figura 2. Determinacidn de GSH antioxidante en tejido adrtico de ratones control (C),
diabéticos (D) y diabéticos +R954 antagonista de 0, 8, 12 y 18 dias después de la aplicacion
de STZ. Los resultados son las medias +/— SEM.

*p<0,05 diabéticos vs. control.
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Figura 3. Permeabilidad capilar adrtica 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.

Discusion

Este estudio evidencia que la diabetes esta asociada al sis-
tema inflamatorio calicreina-cininas. La regulacion y el rol
potencial del sistema calicreina-cininas en la diabetes han
sido demostrados por Margolius (20). En nuestro estudio,
mostramos cémo la hiperglucemia diabética progresiva pro-
duce serias complicaciones tempranas en la arteria aorta.
La alta concentracion 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 activacion de la induccion del receptor
BKB1 que amplifica la acumulacion de des-Arg9-bradicini-
na como resultado de la modificacion 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 esta
significativamente aumentado en la diabetes mellitus debido
a la progresiva y prolongada exposicion a la hiperglucemia;
esto es una caracteristica comun en la diabetes, en la que la
disminucion de la actividad de antioxidantes es potenciada
por la excesiva produccion de ROS (23).

Estas observaciones han sido vistas en estudios realizados
en seres humanos en los que se observan altos niveles de
biomarcadores especificos de lipido-peroxidasa, 1o que re-
fleja estrés oxidativo en la diabetes (24). La disminucion en-
dotelial del ON liberado provoca la activacion y la adhesion
de plaguetas y leucocitos, lo que compromete la integridad
de la barrera endotelial, causa sobrerregulacion de genes
proinflamatorios e induce a ateroesclerosis (12,13). Por otra
parte, las altas concentraciones de ON producen aniones
superoxido (O,) para formar peroxidos reactivos (ONOO-),
lo que reduce la biodisponibilidad y contribuye a aumentar
la inflamacion y el estrés oxidativo (25).

Nuestros resultados de marcadores tempranos del estrés
oxidativo sin la correspondiente relacion con la hipergluce-
mia diabética temprana podrian sugerir que en el estado
prediabético ocurren modificaciones tempranas de los pa-
rametros medidos del estrés oxidativo en plasma indepen-
diente de la hiperglucemia. Una interesante informacion de
nuestros resultados indica que la participacion del sistema
calicreina-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-
logia ateroesclerdtica diabética (26). En cuanto al efecto de
la patologia 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 funcién endotelial.
En estos casos, también el aumento de las ROS producido
por el endotelio vascular y las células sanguineas circu-
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lantes modificarian las funciones de la barrera endotelial y
aumentarian la formaciéon de trombos (29). El aumento del
estrés oxidativo observado en la arteria aorta en nuestro
modelo animal seria un factor determinante de activacion
plagquetaria, lo cual determinaria un factor de riesgo para
aterotrombosis.

La diabetes también es un factor predisponente a permea-
bilidad capilar y edemas, lo que puede reforzar la formacion
de trombos por aumentar la viscosidad sanguinea. En nues-
tro modelo también observamos un deterioro vascular pro-
gresivo. Los marcadores del estrés oxidativo se modifican
desde el comienzo de la patologia diabética; sin embargo,
al observar el nivel de glucosa plasmatica a los 8 dias de
diabetes, este no se correlaciona con las modificaciones
tempranas de MDA y GSH, pero si lo hace alos 12 y a los
18 dias después de la administracion de STZ. Se podria 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 morfoldgicas
del endotelio por la accion de mediadores quimicos, lo que
produciria alteraciones tempranas de las uniones celulares.
Por otra parte, modificaciones de los filamentos de actina y
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