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Resumen.- El receptor para productos finales de glicacion avanzada (RAGE) puede interactuar
con diversos ligandos e inducir procesos inflamatorios. El objetivo de esta investigacion fue
determinar el efecto del enalapril y losartan sobre la expresion de RAGE en el tejido cardiaco en
un modelo experimental de diabetes. Se utilizaron ratas Sprague-Dawley machos, con un peso
de 150 - 200 g. La diabetes se indujo en 30 ratas mediante la administracion intravenosa de una
sola dosis de 55 mg/Kg de peso corporal de estreptozotocina (ETZ). Se estudiaron los siguientes
grupos: ratas control, diabéticas, diabéticas tratadas con losartdn y diabéticas tratadas con
enalapril. La expresion de RAGE en miocardio se determind por inmunofluorescencia indirecta.
Se observé un aumento significativo en la expresion de RAGE en los animales diabéticos versus
los controles (p<0.01), hubo una disminucién en la expresion de RAGE miocardico, sélo en los
animales tratados con losartan versus los diabéticos sin tratamiento (p<0.05). En conclusién, en
el modelo experimental de diabetes inducida por ETZ, existe un incremento en la expresion
miocardica de RAGE, la cual puede revertirse mediante el tratamiento con losartan lo cual indica
la participacion del sistema renina angiotensina en los mecanismos relacionados con el dafo
cardiaco durante la diabetes.
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Abstract.- The receptor for advanced glycation end products (RAGE) can interact with various
ligands and induce inflammatory processes. The aim of this research was to determine the
effect of enalapril and losartan on the expression of RAGE in cardiac tissue in an experimental
model of diabetes. Male Sprague-Dawley rats weighing 150 - 200 g were used. Diabetes was
induced in 30 rats by intravenous administration of a single dose of 55 mg/kg body weight
of streptozotocin (STZ). The following groups were studied: control, diabetic, losartan-treated
and enalapril-treated diabetic rats. The RAGE expression in myocardium was determined by
indirect immunofluorescence. A significant increase in the RAGE expression was observed in
diabetic animals versus controls (p<0.01), there was a decrease in myocardial RAGE expression,
only in animals treated with losartan versus untreated diabetics (p<0.05). In conclusion, in the
experimental model of STZ-induced diabetes, there is an increase in myocardial RAGE expression,
which can be reversed by treatment with losartan indicating the involvement of the angiotensin
renin system in the mechanisms related to heart damage during diabetes.
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Introduccion

Existe un alto indice de morbilidad y mortalidad por enfermedad cardiaca en los pacientes
con diabetes (Hass y MacDonnell 2018; Varma et al. 2018; Alegria et al. 2007). Sin embargo los
mecanismos involucrados en la enfermedad cardiovascular en estos pacientes permanecen bajo
estudio. La hiperglicemia cronica asociada a la diabetes da lugar a la glicacion no enzimatica de
proteinas, cuando los azUcares reductores como la glucosa reaccionan con los grupos amino
libres de las proteinas, dando origen a la formacién de productos finales de glicacién avanzada
(AGEs) por sus siglas en inglés (advanced glycation end products) (Stefano et al. 2016; Kehm et
al. 2019).

Cuando los AGEs se unen a su receptor especifico RAGE (receptor for advanced glycation end
products) se desencadenan una serie de respuestas intracelulares que traen como consecuencia
la producciéon de mediadores proinflamatorios los cuales han sido implicados en la patogénesis
de las complicaciones durante la diabetes. (Leung et al. 2016). Varios mecanismos moleculares
asociados a la diabetes promueven la inflamacién del miocardio. La via de sefalizacion que
involucra al factor de transcripcion NF-kB y el sistema renina — angiotensina (SRA) estan
fuertemente activados en el corazéon diabético y por lo tanto promueven la inflamacion en
dicho tejido. (Teissier y Boulanger 2019; Kass 2003).

Se ha descrito que los farmacos que bloquean el SRA, bien sea inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) como el enalapril o antagonistas de los receptores AT1
como el losartan, poseen un efecto beneficioso sobre las alteraciones cardiacas durante la
diabetes. (Scheen 2004; El Desoky 2011). Los datos sugieren que tanto la angiotensina Il como la
activacion de RAGE estén relacionadas con la inflamacion y el desarrollo de las complicaciones
cardiacas, sin embargo las interacciones entre ambas moléculas durante la enfermedad
permanece desconocida. Es por ello que el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto
del enalapril y el losartén sobre la expresion de RAGE en el tejido cardiaco de ratas con diabetes
inducida experimentalmente.

Materiales y Métodos

Induccion de diabetes experimental con estreptozotocina .- Para el estudio se utilizaron ratas
Sprague-Dawley machos con peso aproximado de 150 - 200 g, procedentes del bioterio del
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC), Altos de Pipe del Estado Miranda. El
modelo experimental de diabetes se indujo en 30 ratas mediante la administracion intravenosa
(i.v) de una sola dosis de (55 mg/Kg de peso corporal de estreptozotocina (ETZ); Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) diluida en buffer citrato 10mM, pH 4,5. Los animales controles (n=10) recibieron
buffer citrato 10mM, pH 4,5 i.v.

Durante tres dias luego de la induccion de la diabetes, se les suministrd a los animales glucosa al
5% como sustituto del agua. La aparicion de la hiperglicemia se determind mediante la técnica
de la glucosa oxidasa/peroxidasa utilizando un monitor Prestige IQ Smart System, en sangre
extraida de la cola del animal una semana luego de inducir la diabetes.

Protocolo experimental. - Los animales que desarrollaron hiperglicemia después de una
semana y se mantuvieron con valores de glucosa sanguinea mayores a 200 mg/dl durante 4
semanas, se dividieron a su vez en tres grupos dos de los cuales recibieron tratamiento durante
4 semanas adicionales con inhibidores del sistema renina — angiotensina.

Grupo ETZ + Vehiculo: recibi¢ via oral 500 ul de agua destilada. Grupo ETZ + Losartan: recibié
via oral 15 mg/kg/dia de losartan. (losartan sodico; Merck & Co, Kenilworth, New Jersey, United
States). Grupo ETZ + Enalapril: recibi¢ via oral 18 mg/kg/dia de enalapril. (Merck Sharp & Dohme,
Chalfont, Pennsylvania, United States) (Mufioz et al. 2011).

El losartan es un antagonista de los receptores AT1 de la Angiotensina Il (Smith 2008); mientras
que el enalapril es un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina | (Vargas et al. 2012).
Las drogas y el agua destilada se administraron diariamente por gavaje gastrico desde la cuarta
semana de diabetes hasta la octava semana. Todos los animales fueron sacrificados a la octava
semana. El peso de los animales se monitored antes de inyectar el agente diabetogénico (ETZ)
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o el vehiculo, antes de comenzar el tratamiento con losartan o enalapril, y al momento de los
sacrificios.

Una vez finalizadas las 4 semanas de tratamiento, los animales se anestesiaron utilizando una
inyeccion intraperitoneal de 100 mg/Kg de tiobarbiturico y se les realizd una laparotomia. Se
hizo una puncién a la aorta abdominal para la toma de muestra de sangre; seguidamente se
abrié la cavidad toracica y se perfundié el corazon con solucion salina fisiolégica 0.9 % a través
del ventriculo izquierdo. Posteriormente se procedié a la toma de biopsias de corazén las cuales
fueron embebidas en Tissue Tek (Miles Inc. Diagnostic Division, Kankakee, USA) y congeladas
utilizando una mezcla de hielo seco y acetona y almacenadas a -70°C hasta su utilizacion para
los estudios de inmunofluorescencia. Todos los experimentos se realizaron siguiendo los
lineamientos del comité de bioética y bioseguridad del FONACYT y el Comité de Bioética de la
Facultad de Medicina de la Universidad del Zulia (Maracaibo, Venezuela).

Estudios de inmunofluorescencia para la determinaciéon de la expresion de RAGE.- Se
realizaron cortes de 4um de las biopsias obtenidas de tejido cardiaco, se fijaron con acetonay se
determind mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta la expresion de RAGE (Rabbit
anti-rat RAGE. ab3611; Abcam, Cambridge Biomedical Campus, Cambridge, UK).

Las secciones de tejido luego de ser fijadas, se incubaron con el anticuerpo primario
correspondiente, para posteriormente ser incubadas con un anticuerpo secundario hecho
en cabra conjugado con rodamina y dirigido contra IgG de conejo (goat anti-rabbit IgG
rhodamine conjugated. Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Finalmente a las secciones de tejido
cardiaco se les colocd una solucion de p-fenilendiamina (PPD) en PBS-glicerol. La evaluacion
de la fluorescencia se realizard con un microscopio dotado de un sistema de epifluorescencia
(Axioscop, Zeiss, Germany). Los resultados se presentaron como células positivas por mm2 de
tejido de 20 campos microscopicos seleccionados aleatoriamente.

Analisis estadistico .- Los resultados se expresan como media + desviacion estandar. Para
estudiar las diferencias entre los grupos controles y los experimentales se utilizd el anélisis de
varianza (ANOVA) de una via con post-prueba de Bonferroni's para establecer comparaciones
intergrupales. Se considerd como estadisticamente significativa todo valor de p < 0,05.

Resultados

La tabla 1, muestra los pesos y la concentracion de glicemia en los diferentes grupos estudiados.
La inyeccién de ETZ produjo animales diabéticos con altos niveles de glucosa en la sangre,
acompanados de una disminucién de peso en comparacion con los controles (*p<0.001 vs
control). Los animales diabéticos tratados con enalapril mostraron valores similares de glucosa
en la sangre a los observados en ratas diabéticas no tratadas. Por otra parte, los animales que
recibieron losartan, mostraron niveles mas altos de glicemia con respecto al grupo tratado
con enalapril. Sin embargo, no se observd una diferencia estadisticamente significativa. El
tratamiento farmacoldgico no tuvo efectos sobre el peso de los animales diabéticos.

El andlisis inmunohistoquimico mostré un aumento en el nimero de células positivas para RAGE
en el tejido miocérdico de los animales diabéticos (Figuras 1y 2). Sélo los animales tratados con
losartan mostraron una disminucién en el nimero de células que expresaban RAGE a nivel de
miocardio (Figura 1).

Tabla 1. Pesos y glicemias de los diferentes grupos estudiados a las 8

Grupos Peso (g) Glicemia (mg/dL)
Controles 364.55 + 26.73 116.30 + 16.91
ETZ 262.83 + 40.46" 430.83 + 103.81°
ETZ-Losartan 235.67 + 46.19° >600
ETZ-Enalapril 236.68 + 29.17 523.50 + 40.30°

*p<0.001 vs Control

Ellosartan disminuye la expresion del receptor para glicosilacion
Mundz et al.
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Figura 1. Expresion de RAGE en el tejido miocardico en los diferentes grupos estudiados. Se observd un incremento en la expresion
de RAGE en las ratas diabéticas el cual disminuyd con el tratamiento con losartan.

Figura 2. Expresion de RAGE en miocardio de ratas controles y ratas diabéticas. (A) Expresion de células RAGE + en el tejido
miocdrdico de ratas control; (B) expresion de RAGE en miocardio de ratas diabéticas no tratadas que recibieron sélo vehiculo; (C)
Expresiéon disminuida de RAGE en el tejido cardiaco de ratas diabéticas tratadas con losartan; (D) ratas diabéticas tratadas con
enalapril. Las flechas sefalan células RAGE positivas. Magnificacion original 600X.

REMCB 42 (1): 27-36, 2021
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Las complicaciones cardiovasculares son la principal causa de mortalidad y morbilidad en los
pacientes diabéticos. Los cambios en la estructura y funcion del miocardio que se desarrollan
como consecuencia de la diabetes se han denominado cardiomiopatia diabética (Haas y
McDonnell 2018). A partir del andlisis de varios modelos animales de diabetes tipo 1y tipo 2, se
han propuesto numerosos mecanismos moleculares que pueden contribuir al desarrollo de esta
alteracion (Mozaffarian et al. 2015; McClelland et al. 2015; Buggery Abel 2014). En la actualidad
hay suficiente evidencia que sugiere que los pacientes diabéticos estdn sometidos a un gran
numero de perturbaciones celulares y moleculares que causan anormalidades estructurales y
funcionales en el miocardio y en la vasculatura, conduciendo a inflamacion, fibrosis y posterior
desarrollo de cardiomiopatia diabética (Bugger y Abel 2014).

Se ha demostrado que la hiperglicemia induce la formacion de AGEs y la expresion de su
receptor RAGE, lo cual trae como consecuencia la activacion de procesos inflamatorios. En
este sentido, varios trabajos de investigacién han reportado altos niveles plasmaticos de AGEs
tanto en pacientes con diabetes como en modelos animales de diabetes experimental (Stefano
et al. 2016; Kehm et al. 2019). La union de RAGE a los productos de glicaciéon avanzada es un
factor determinante que trae como consecuencia la activacion de mecanismos inmunitarios.
En general estos mecanismos convergen en la activacion del factor de transcripcion NF-kB el
cual promueve la sintesis de citocinas, quimiocinas y moléculas de adhesién lo que contribuye
al dafo cardiovascular y puede resultar en inflamacion crénica. En este sentido, la activacion
de RAGE vy la posterior translocacion del factor NF-kB al nucleo se ha implicado en diferentes
patologfas humanas, incluyendo diabetes, Alzheimer, artritis, aterosclerosis y enfermedades
relacionadas con el envejecimiento (Leung et al. 2016; Teissier y Boulanger 2019) (Figura3).

La morbilidad y mortalidad debido a infarto al miocardio es alta en pacientes con diabetes
(Hass y MacDonnell 2018; Varma et al. 2018; Alegria et al. 2007). Existen evidencias de que
los AGEs tienen un papel en la patogénesis de las complicaciones cardiacas en pacientes
con diabetes involucrando las interacciones AGE/RAGE (Kass 2003). Los AGEs son proteinas
predominantemente de larga duracién que se glucosilan después de la exposicion prolongada
a azUcares, lo que altera sus propiedades funcionales. El aumento de la formacién de AGEs
secundario a la hiperglicemia puede alterar las proteinas estructurales y conducir a un aumento
de la rigidez del miocardio (Goldin et al. 2006). En este sentido, se ha reportado la acumulacion
cardiaca de AGEs en ratas con diabetes inducida por ETZ, mostrando que las alteraciones
cardiovasculares durante la diabetes podrian ser iniciadas por la acumulacién de AGEs y su
posterior unidn a RAGE con su consecuente activacion (Jing et al. 2010).

En nuestro estudio, hemos identificado dos elementos claves que podrian tener un efecto sobre
el dafio al miocardio durante la diabetes: la hiperglicemia y el incremento en la expresiéon de
RAGE en células cardiacas.

La relacion entre la angiotensina Il y los eventos cardiovasculares descritos en el modelo
de diabetes experimental inducida con ETZ es desconocida. La Ang Il es el principal efector
bioldgico del SRAy se ha reconocido desde hace muchos afios como un agente vasoconstrictor
tanto local como sistémico, cuyas acciones pueden modificar la reabsorcion de agua y sodio en
los segmentos tubulares distales de la nefrona (no directamente, sino a través de la aldosterona).
Ademas la angiotensina Il es una potente molécula proinflamatoria que puede actuar sobre
diferentes tejidos, incluyendo el tejido cardiaco (Mufioz et al. 2011; Wang et al. 2016; Miller y
Arnold 2019). Esta accién de la angiotensina Il sobre diversos tejidos es mediada a través de su
union a receptores ATTy AT2 (Miller y Arnold 2019; Zhou et al. 2007).

La activacion del SRA miocardico promueve procesos de remodelaciéon en el corazén. En tal
sentido, se ha descrito que la accidon antagonista de la aldosterona miocérdica tiene efectos
beneficiosos sobre la hipertrofia de los miocitos cardfacos v la fibrosis miocérdica (Orea-Tejeda
et al. 2007). Varios estudios han demostrado un aumento del contenido de tejido conectivo
en corazones de ratones con diabetes por ETZ, que puede atenuarse mediante el tratamiento
con el antagonista de la aldosterona (espironolactona) (Westermann et al. 2007). Por otra parte,

Ellosartan disminuye la expresion del receptor para glicosilacion
Mundz et al.
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Figura 3. La hiperglicemia frecuente durante la diabetes, estimula la produccién de AGEs e incrementa la expresion de RAGE en
el tejido cardiaco. La activacion del Eje AGEs/RAGE promueve la activacion de NF-kB, lo cual trae como consecuencia la activacion
de mecanismos inflamatorios. La expresion de RAGE puede revertirse con el uso de losartdn un antagonista de los receptores AT 1

de la angiotensina Il.
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se ha demostrado que la densidad y sintesis del receptor de angiotensina Il cardiaca aumenta
en el tejido cardiaco en modelos animales de diabetes inducida por ETZ, y el aumento del
estrés oxidativo y la apoptosis también pueden inhibirse, al menos parcialmente, mediante el
tratamiento con bloqueadores de los receptores de angiotensina o inhibidores de la ECA (Singh
et al. 2008). Adicionalmente, se ha descrito que la activacion de RAGE por sus ligandos (AGES)
puede ser un efector potencial en la patologia cardiaca en los pacientes con diabetes en donde
estan involucradas interacciones AGEs/ RAGE (Pickering et al. 2019).

En el presente estudio se observd un incremento en la expresion miocéardica de RAGE en los
animales con diabetes inducida por estreptozotocina, sugiriendo un desencadenante potencial
para eventos inflamatorios en el corazén. La expresion de RAGE estuvo disminuida en los
animales diabéticos tratados con losartan, lo cual sugiere el papel de la angiotensina Il en este
proceso. Recientemente se ha reportado que la activacion del receptor AT1 por la angiotensina
Il induce transactivacion de RAGE y translocacion de NF-NK-kB con la posterior expresion de
genes proinflamatorios (Lim et al. 2018).

De acuerdo a este mecanismo, nuestros resultados sugieren que el losartan es capaz de bloquear
el receptor AT1, de tal manera que se bloquee el efecto de la angiotensina Il, lo que se traduce
en una disminucion en la expresion de RAGE (Mufoz et al. 2011; Goldin et al. 2006). Ademas se
ha reportado que la hiperglicemia fue capaz de activar el sistema renina angiotensina en un
modelo de diabetes mellitus inducido por ETZ (Chen et al. 2018). E incrementd la expresion
de angiotensina Il en vasos sanguineos cerebrales (Goldin et al. 2006). Sugiriendo una via de
activacion, angiotensina Il / RAGE en este modelo experimental.

En esta investigacion, se observd un efecto diferencial del enalapril y el losartdn sobre la
expresion de RAGE. El enalapril no fue capaz de reducir la expresion de RAGE como si lo hizo el
losartan. Estos farmacos tienen un mecanismos de accion diferente. El enalapril inhibe la accion
de la ECA, mientras que el losartdn bloquea el efecto de la Ang Il porque antagoniza sobre su
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receptor AT1 (Henriksen y Jacob 2003; Hunyady y Catt 2006), el cual media la mayorfa de los
efectos fisiopatoldgicos de la angiotensina Il (vasoconstriccion, estrés oxidativo, inflamacion).

La enzima convertidora de angiotensina cataliza la conversion de angiotensina | a angiotensina
Il, sin embargo se han descrito vias adicionales e independientes para la produccién de
angiotensina Il que involucran la participacion de proteasas de serina, siendo la enzima quimasa
la mas activa. La quimasa puede catalizar entre el 80-90% de la conversion de la angiotensina
| hacia angiotensina Il en el tejido cardiaco (Kinoshita et al. 1991; Urata et al. 1991; Urata et al.
1993). Debido a esto, los resultados observados en los animales diabéticos tratados con enalapril
no son inesperados.

Aunque el papel del SRA a nivel cardiaco en el modelo de diabetes inducida por ETZ no ha
sido estudiado ampliamente, los antecedentes estudiados sugieren que el SRA también se
activa en el corazdén y estd involucrado en los eventos inflamatorios. Los experimentos en el
presente estudio se realizaron usando estrategias dirigidas a bloquear el efecto de Ang Il, como
la inhibicion de la ECA y el bloqueo del receptor AT1, condiciones que han sido muy Utiles para
determinar los efectos de Ang Il en varias pruebas clinicas y modelos experimentales de diabetes,
incluyendo el modelo ETZ (llatovskaya et al. 2015; Chen et al. 2018; Qien at al. 2018; Ogata et
al. 2016; Lozano-Maneiro y Puente-Garcia 2015). Ademas varios estudios, han demostrado un
incremento significativo en la concentracion de Ang Il en modelos experimentales de diabetes
inducida con ETZ (Fernandez-Fernandez et al. 2014; Schievink et al. 2016; Roscioni et al. 2014).

Conclusién

En el modelo experimental de diabetes inducida por ETZ, existe un incremento en la expresion
miocdrdica de RAGE, la cual puede revertirse mediante el tratamiento con losartan, lo cual
indica la participacion del sistema renina angiotensina en los acontecimientos moleculares
relacionados con el dafo cardiaco durante la diabetes.
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