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RESUMEN

Con excepcion de los eritrocitos, en las células de los mamiferos el acido
araquidonico es el precursor de las prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX) y
leucotrienos (LK); en tejidos como el endotelial y el renal estos metabolitos
modulan la reactividad vascular.

En el modelo de rata espontdneamente hipertensa se ha observado un
incremento en la vasoconstriccion renal en respuesta a la infusion de acido
araquidonico; en el sindrome metabdlico se ha descrito una alteracion en el
metabolismo de este &cido graso, dependiente del género. Ademas uno de los
organos afectados por el sindrome metabdlico es el rifidon.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la influencia de las hormonas
sexuales sobre el metabolismo del acido araquidonico, via ciclooxigenasas, en el
rifdn aislado y perfundido en un modelo de rata con sindrome metabdlico.

El sindrome metabdlico fue inducido en ratas Wistar hembra y macho, por
administracion de azucar comercial al 30% en el agua de beber por 24 semanas.
La gonadectomia se realizd al destete de los animales. Se estudiaron 4 grupos
experimentales por género: grupo 1, ratas testigo; grupo 2, ratas con sindrome
metabdlico; grupo 3, ratas testigo ovariectomizadas o castradas y grupo 4, ratas
con sindrome metabdlico ovariectomizadas o castradas.

En las ratas de todos los grupos experimentales se evaluaron la presion arterial
sistolica, la albuminuria, el acido araquidénico libre no esterificado, la A-presion de
perfusion renal, la expresion de isoformas de ciclooxigenasas 1y 2 (COX-1y 2) y
la sintesis de PG en orina y eluido de rifidn.

La presion arterial sistolica, la albuminuria, la PGE; y el TXB, aumentaron en
eluido y orina en el grupo de las ratas hembra con sindrome metabdlico
ovariectomizadas y macho con sindrome metabdlico, estas variables se
normalizaron por la castracién en las ratas macho con sindrome metabdlico.

La perfusion del acido araquidénico en el rifidén de las ratas macho con sindrome
metabdlico incrementd la A-presién de perfusidbn en comparacién con sus testigos.

En las ratas hembra testigo y con sindrome metabdlico la A-presion de perfusion



no se modifico; la gonadectomia disminuyé la A-presion de perfusion en las ratas
macho con sindrome metabdlico castrados pero la aumentd en las ratas hembra
con sindrome metabdlico.

Al perfundir &cido araquidénico en presencia de indometacina, inhibidor no
selectivo de las COX, y de NS398, inhibidor selectivo de la COX-2, la A-presion de
perfusion disminuyd en el rifion de las ratas hembra con sindrome metabdlico
ovariectomizadas y macho con sindrome metabdlico en comparacion con sus
respectivos testigos.

El incremento de la A-presion de perfusion inducida por la perfusion del acido
araquidénico, se asocié en los rifiones de las ratas hembra con sindrome
metabdlico ovariectomizadas y macho con sindrome metabdlico con un aumento
en la expresion de COX-1 y 2. La castracion disminuy6 la expresion de las
isoformas de COX a niveles normales.

Los resultados sugieren que el metabolismo del &cido araquidénico via COX se
encuentra alterado en el rifion de la rata con sindrome metabdlico y que las
hormonas sexuales participan de manera significativa modulando la actividad de

esta via.



ABSTRACT

With the exception of the erythrocytes, in all mammalian cells the arachidonic acid
is the precursor of prostaglandins (PG), thromboxanes (TX) and leukotrienes (LK);
in the endothelium and renal tissue, these metabolites can modulate the vascular
reactivity.

In a spontaneously hypertensive rat model an increment has been observed in
renal vasoconstriction in response to the perfusion of arachidonic acid; in the
metabolic syndrome, an alteration has been described in the fatty acid metabolism,
dependent on gender. Furthermore, one of the organs largely affected by the
metabolic syndrome is the kidney.

The main purpose of this study was to determine the influence of sex on the
arachidonic acid metabolism through the COX pathway in the isolated perfused
kidney in a rat model of metabolic syndrome.

The metabolic syndrome was induced by feeding a 30% sucrose solution for 24
weeks to intact and ovariectomized female and castrated male rats.

Four groups were investigated: Group 1: control rats, Group 2: metabolic syndrome
rats, Group 3: gonadectomized control rats and Group 4: gonadectomized
metabolic syndrome rats.

In all groups, measurements were carried out of systolic blood pressure,
albuminuria, free arachidonic acid in kidney homogenate, A-perfusion pressure,
cyclooxygenase (COX)-1 and 2 expression and levels of arachidonic acid
metabolites in kidney perfusate and urine.

Systolic blood pressure, albuminuria, as well as prostaglandin E,; and thromboxane
B, from urine and perfusate increased in metabolic syndrome male and metabolic
syndrome ovariectomized females; castration reduced them in metabolic syndrome
males.

Perfusion of arachidonic acid in kidneys from metabolic syndrome males increased
A-perfusion pressure compared with controls. No difference appeared in A-

perfusion pressure between control and metabolic syndrome females.



Castration diminished A-perfusion pressure in metabolic syndrome; the opposite
was observed in ovariectomized metabolic syndrome. Perfusion with arachidonic
acid plus indomethacin decreased perfusion pressure in metabolic syndrome male
kidneys and in castrated metabolic syndrome. In ovariectomized metabolic
syndrome, arachidonic acid plus indomethacin decreased perfusion pressure, but
not in female control, metabolic syndrome, and ovariectomized control. Increase in
A-perfusion pressure with arachidonic acid in both male metabolic syndrome and
ovariectomized metabolic syndrome was related to COX-1 and COX-2
overexpression in kidney. Castration reduced the expression of COX-1 and COX-2
in metabolic syndrome to control levels.

The results suggest that the alteration in arachidonic acid metabolism associated
with changes in the expression of COX-1 and COX-2 induced by sucrose intake,

and influenced by sex hormones, may contribute to renal damage.



INTRODUCCION

Rifién
Los rifiénes son érganos fundamentales para mantener la homeostasis corporal®,
en condiciones normales realizan numerosas funciones, como?:
a) Regulacion de equilibrio hidrico y electrolitico.
b) Regulacién de la osmolalidad de los liquidos corporales y de las
concentraciones de los electrolitos.
c) Regulacion del equilibrio acido-basico.
d) Excrecion de los productos de desecho del metabolismo y de las
sustancias quimicas extrafas.
e) Regulacion de la presion arterial.
f) Secrecion de hormonas.
g) Gluconeogénesis.
En las nefropatias crénicas o en la insuficiencia renal aguda® estas funciones
homeostéticas desaparecen y rapidamente se producen graves alteraciones en el
metabolismo de los electrolitos, como sodio, potasio, cloro, depuracion de
creatinina, no retencién de proteinas plasméaticas y otras sustancias lo que en
pocos dias puede producir la muerte*”.

Entre algunas patologias que se asocian a la insuficiencia renal estan:

Hipertension arterial sistémica

La hipertension arterial es una patologia multifactorial influenciada en gran parte
por factores ambientales que agregados a la predisposiciébn genética ocasionan
trastornos a corto y a largo plazo en érganos y sistemas que producirdn una
disminucién de la sobrevida de los pacientes®.

Debido a la funcion del rifion en el control de largo plazo de la presion arterial, una
de las manifestaciones mas frecuentes de la alteraciobn de los mecanismos de
regulacion es el desarrollo de diversos grados de hipertension arterial sistémica’.

Ademas, en el hipertenso, las variaciones en la presién de perfusion frecuentes



en condiciones de maximo estrés pueden agravar las alteraciones
hemodinamicas, favoreciendo asi el desarrollo de insuficiencia renal®.

La hipertension arterial altera la hemodinamica intrarrenal lo que modifica los
mecanismos de regulacion de la presion intraglomerular y permite la progresion

del dafio renal®.

Nefropatia diabética

La nefropatia diabética produce un amplio espectro de alteraciones funcionales y
estructurales renales, entre ellos la hipertrofia e hiperplasia glomerular. La
hiperfiltracién glomerular es el factor patogénico inicial de la nefropatia diabética,
dependiente de la hiperglicemia y mediado por cambios hemodinamicos
intraglomerulares, la reduccion de la hiperfiltraciéon y de albuminuria observadas
con el estricto control metabdlico. La restriccion de proteinas en la dieta retarda la
progresién de la nefropatia diabética™®.

Hostetter y colaboradores demostraron, en ratas diabéticas, vasodilatacion
originada por la reduccion de la resistencia arteriolar, de predominio aferente, que
aumenta la presion hidraulica transcapilar, de modo que la hiperfiltracion se
produce por incremento del flujo plasmatico glomerular, asi el aumento de la
presion hidrostatica transcapilar es uno de los factores mas importantes en el
inicio de la nefropatia diabética’'.

Por otra parte, se sabe que en el rifion normal existe un balance entre el sistema
renina angiotensina (vasoconstrictor) y el sistema de prostaglandinas
(vasodilatador) y que ambos influyen sobre la hemodinamica renal. Las
alteraciones de estos sistemas en la diabetes permiten que el desequilibrio entre
ambos sistemas, vasoconstrictor y vasodilatador, a favor de éste ultimo, produzca
un aumento de flujo y de presion intraglomerular en la primera etapa de la
nefropatia diabética. Es importante enfatizar que el sistema renina angiotensina
no so6lo actla sobre los capilares glomerulares sino que ademas tiene efecto
sobre el paso de macromoléculas hacia el mesangio y sobre el coeficiente de
ultrafiltracion de la membrana a través de la constriccion de las células

mesangiales™®.



Sindrome metabolico

El sindrome metabdlico es una entidad multifactorial que asocia varias
alteraciones patolégicas como: la hipertension arterial, la diabetes, la resistencia a
la insulina, las dislipidemias, la obesidad y la enfermedad cardiovascular® °,
(Figura 1). Es influenciado en gran parte por factores ambientales, (como una
dieta inadecuada rica en carbohidratos y/o grasas saturadas, ademas de
inactividad fisica), que asociados a la predisposicibn genética ocasionaran
trastornos a corto y a largo plazo en 6rganos vy sistemas que producird una
disminucién de la sobrevida de los pacientes*. Uno de los érganos implicados en
el sindrome metabdlico es el rifidn, en el cual el conjunto de las alteraciones
patolégicas mencionadas ocasiona proteinuria, disminucion de la depuracién de
creatinina, lesiones tubulares, infiltrado de células inflamatorias, acumulacion de
lipidos y esclerosis que producen en mayor o menor grado disminucién de la
funciéon renal®®. (En la Figura 1 se presenta un esquema del sindrome

metabdlico).

/ \

1
Disfuncion endotelial [ Insuficiencia renal]
L )

Sindrome Metabdlico

Hipertension

/

r 1
Darfio cardiovascular
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Resistencia a la insulina

Diabetes |————

AN

[ Hiperinsulinemia]

Figura 1. Sindrome metabdlico.



Microcirculacion

La microcirculacion renal comprende las arteriolas de resistencia renal, capilares y
vénulas, capaces de transportar el oxigeno y los nutrientes a las células. Las
células endoteliales son la principal linea celular que forma la microcirculacion

renal*, (En la Figura 2 se esquematiza la microcirculacion renal).

Arteriola Glomerulo
eferente
Arteriola
aferente

Arteria S
arcuata ggy Capsula de

Bowman

Capilares p
Peritubulares

Vena Arcuata

Capilares
Peritubulares

Figura 2. Esquema de la microcirculacién renal.

Endotelio

El endotelio es una monocapa de células que reviste todo el arbol arterial, es
altamente selectivo y proporciona una superficie no trombogénica, actia
activamente como sensor del estado fisico y metabdlico del sistema
cardiovascular, controlando el tono vascular y la respuesta inflamatoria® (En la
Figura 3 se representa un vaso, con énfasis en el endotelio). Para controlar el
tono vascular el endotelio es capaz de sintetizar distintas sustancias

vasodilatadoras como el NO (6xido nitrico) y la prostaciclina (PGl,), ademas de



sustancias vasoconstrictoras como la endotelina, angiotensina Il, tromboxano A,,
leucotrieno C4 y prostaglandina H,'°. El endotelio est4 constantemente expuesto
a varios estimulos entre los que podemos destacar lipoproteinas oxidadas,
fuerzas de friccion, agentes inflamatorios, citocinas, estrés y radicales libres
incluyendo a los radicales superoxido.

La repetida estimulacién del endotelio por estos factores puede conducir a
disfuncion endotelial’®. Esta produce cambios estructurales y funcionales en las

I** tales como incremento en la

células del muasculo liso de la microcirculacion rena
entrada de Ca', elevacion en la respuesta vasoconstrictora y aumento en el

nimero y sensibilidad de sus receptores a sustancias vasoconstrictoras®’.

Endotelio—,

elasticas

Musculo liso

Figura 3. Representacion esquematica de un vaso, con énfasis en el endotelio.

Eicosanoides

Con excepcion de los eritrocitos, todas las células de los mamiferos sintetizan
eicosanoides (compuestos de 20 carbonos) derivados del acido araquidénico a
través de tres vias: la de la ciclooxigenasa'®, la de la lipooxigenasa y la del
citocromo p450*°, produciéndose sustancias tales como las prostaglandinas (PG),
las prostaciclinas (PC), los tromboxanos (TX) y los leucotrienos (LK). En general

son muy potentes y tienen efectos fisiolégicos importantes de diferente naturaleza



ya que participan en fendmenos como produccion de dolor, fiebre, respuesta
inflamatoria, regulacion de la presidbn sanguinea, activaciébn plaquetaria e
iniciacion de la cascada de la coagulacion®®, modulacién de funciones
reproductivas, incluyendo la estimulacion del musculo liso uterino durante el
parto, regulacion de los ciclos del suefio y de la vigilia. Las PG se generan por la
accion de las ciclooxigenasas (COX) sobre el &cido araquiddnico; de éstas,
existen dos isoenzimas: la COX-1 constitutiva y la COX-2 inducible®®,

Inicialmente se produce la prostaglandina PGG,; muy inestable y la PGH,
vasoconstrictora, asociada a la hipertension por envejecimiento. Posteriormente,
por la accion de la sintasa de prostaciclina se sintetiza la prostaciclina PGly,
vasodilatadora e inhibidora de la agregacién plaguetaria; por otra parte y por
medio de la sintasa PG se generan una serie de prostaglandinas, en su mayoria
vasoconstrictoras, como la PGF,, %, Los tromboxanos (TXA2 metabolito inestable
y TXB, metabolito estable), se producen por la accién de la sintasa del
tromboxano, también son vasoconstrictores y pro-agregantes plaquetarios®. El
acido araquidénico que se metaboliza a través de otras vias, como la de la
lipooxigenasa, que da lugar a LK y la via del citocromo p450, por la cual, mediante
hidroxilacion y epoxigenacion del &cido araquidénico se generan compuestos del
tipo 20-HETE (vasoconstrictores) y 11,12-EET (vasodilatadores); ésta ultima
parece ser la via preferencial en varios 6rganos y sistemas, que incluye rifion y
vasculatura periférica®, estos metabolitos actGan regulando la funcién renal,
cardiaca y el tono vascular?®, (En la Figura 4 se esquematiza en metabolismo del

acido araquidonico).
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Figura 4. Metabolismo del &cido araquidénico. Cit 450: citocromo p450, EETSs:
epoxieicosatrienoicos, HETE:hidroxieicosatetraenoicos, HPETE:hidroxiperoxieicosatetraenoicos

PG: prostraglandinas, TX: tromboxanos, LT: leucotrienos.

En algunos modelos de hipertension experimental se ha observado que el acido
araquidoénico y sus metabolitos pueden modificar la reactividad de algunos lechos
vasculares y las respuestas difieren de las normales. Asi, en la hipertension
renovascular inducida por coartacion adrtica en la rata, el grupo de Escalante y
colaboradores® encontraron que en rifiones perfundidos el &cido araquiddnico
incrementa la presiéon de perfusion, efecto que es inhibido por indometacina o un
bloqueador de endoperdxido/tromboxano. Por otra parte, los autores describen
que la actividad, la proteina y la expresion del mRNA de la COX-1 estan
aumentadas en el tejido renal de las ratas hipertensas, dando por resultado la
elevacion de prostaglandinas vasopresoras®*; ademas en el tibulo proximal de la
rata observaron que existe una relacién entre la endotelina-1 y la sintasa del 6xido
nitrico (NO) con metabolitos del acido araquidénico, en particular el 20-HETE™®,
cuya sintesis se intensifica al aumentarse el nivel de endotelina-1 y el tratamiento

con L-NAME, para inducir un ascenso en la presién arterial por inhibicion de la



sintasa de NO. Cuando se provoca lesion renal y desarrollo de hipertension en
ratas por tratamiento con angiotensina Il o por reduccién de masa renal, se han
observado alteraciones que incluyen aumento en la presion arterial, la expresion
de COX-2 y la concentracién de PGE,®.

El tratamiento de estos animales con antagonistas de la angiotensina Il evito la
aparicion de estos cambios patolégicos, con lo que los autores concluyen que el
posible mecanismo por el que se desarrolla lesidon renal es que al incrementar la
concentracion de angiotensina Il también se modula la expresion de la COX-2, se
favorece la sintesis de prostaglandinas y, por tanto, la lesién renal®®. En ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) se ha descrito la participacion de
prostanoides derivados de la via de la ciclooxigenasa en la respuesta a
serotonina, norepinefrina y angiotensina Il en rifiones aislados y perfundidos,
demostrandose que los niveles de prostaciclina estan reducidos en la rata SHR en
condiciones basales, pero se aumentan en éstas y en los testigos normotensos, al
infundir los vasoconstrictores. El vasoconstrictor TXA; se encontrd elevado en
condiciones basales en las ratas SHR, los vasoconstrictores serotonina y
norepinefrina lo aumentaron sélo en las ratas SHR, pero la angiotensina Il lo
increment6 también en las normotensas®’.

De manera similar en los pacientes con hipertension y dislipidemia existen
alteraciones en el metabolismo del 4cido araquiddnico y sus derivados, los que no
solamente podrian influenciar la regulacion de la presion arterial, sino también el
metabolismo de los lipidos y la glucosa®, esto ultimo ha sido comprobado en
pacientes diabéticos en quienes algunas interacciones entre los metabolitos del
acido araquidénico pueden dar indicios del progreso de la enfermedad?.

En otro modelo en rata con hipertension, inducida por angiotensina I, se ha
demostrado la participacion de metabolitos derivados de la via del p450, los que
contribuyen a regular el tono vascular renal, ademas de la excrecion de sal y el
proceso inflamatorio propio de esta condicién®.

Los mismos autores al estudiar un modelo de raton hipertenso por tratamiento con
DOCA-sal, encontraron niveles anormalmente bajos de la actividad de la

hidroxilasa del acido araquidonico; el tratamiento con bezafibrato normalizé la



actividad y con ello se mejoré la hemodinamica renal alterada en este modelo™.
Existen evidencias del lugar preferencial que ocupa el metabolismo del acido
araquidénico regulado por la via del citocromo p450 en cerebro, pulmon, rifion y
vasos periféricos donde predomina la generacion del acido 20-
hidroxieicosatetraenoico (20-HETE vasoconstrictor), y acidos
epoxieicosatrienoicos (EEETs vasodilatadores) de origen endotelial®’. Estos
metabolitos del &cido araquiddnico tienen gran importancia en la regulacion de la
funcién renal, pulmonar, cardiaca, asi como en el tono vascular, de manera que

en diversos modelos de hipertensién, estas vias se encuentran alteradas>?.

Hormonas sexuales

Por otro lado, en los padecimientos cardiovasculares se ha observado que existe
una dependencia entre la edad, el género y los niveles circulantes de hormonas
sexuales. Aunque existen datos controversiales, en términos generales los
estrogenos son un factor de proteccién contra el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares: la edad promedio en la que se manifiestan sintomas de
enfermedad coronaria en la mujer es mayor que la de los hombres*®, mientras que
el riesgo de coronariopatias se duplica en mujeres que han sufrido histerectomia y
ooforectomia, lo que no ocurre cuando solamente son histerectomizadas y se
conservan los ovarios®*. El riesgo de coronariopatias disminuye con la terapia de
reemplazo estrogénico en mujeres histerectomizadas o postmenopausicas>>"°.

En estudios epidemiolégicos se ha demostrado que el género influye en la
sobrevida de pacientes con problemas cardiovasculares. En el caso de
insuficiencia cardiaca, particularmente si los individuos presentan disfuncion
ventricular de etiologia no isquémica, la sobrevida es mas prolongada en
pacientes del sexo femenino, aln en etapas avanzadas de la enfermedad®’.
También se ha investigado la prevalencia de arritmias y el riesgo de muerte subita
con relacion al sexo de los pacientes. En el estudio de Framingham*® se demostré
gue en los hombres, aun sin antecedentes de coronariopatia, el riesgo de

desarrollar arritmias ventriculares es dos veces mayor que en mujeres y en éstas



el riesgo de muerte subita es s6lo de 32% en relacion con el de los hombres que
es del 64%%.

Estrégenos

El efecto protector cardiovascular de las hormonas sexuales femeninas se ha
conocido por varios afios. Parte de esta proteccion se atribuye a las bien
demostradas propiedades antioxidantes de los estrégenos, tanto in vivo como in
vitro*®4L,

Entre las hipétesis que se manejan del posible efecto protector de los estrégenos
estan: suprimen la sintesis de colagena* y disminuyen la acumulacién de LDL en
las arterias coronarias y renales, pueden activar los receptores muscarinicos, los
cuales estimulan a las células endoteliales para sintetizar NO**, incrementando de
manera significativa los niveles circulantes de nitratos y nitritos en el suero,
también reducen la entrada de Ca’" extracelular al interior del musculo liso
vascular*, disminuyen la afinidad de los receptores de sustancias
vasoconstrictoras, ademas de tener un efecto relajante sobre el muasculo liso,
bajan los niveles de endotelina, vasoconstrictor derivado del endotelio, reducen
los niveles de norepinefrina® (En la Figura 5 se muestra la participacion de
estrégenos en los vasos).

Se ha demostrado en mujeres post-menopausicas, que los estrdgenos potencian
la vasodilatacion colinérgica dependiente de endotelio y la de la via de la COX-2,
demostrado por la ausencia de esta respuesta en presencia del inhibidor
especifico de esta via, el celecoxib.

Ademas los estrogenos pueden incrementar la sintesis de prostaciclina en arterias
cerebrales, desviando la produccién de la prostaglandina vasoconstrictora PGH,
hacia el vasodilatador. Este efecto explica la mayor resistencia a la trombosis y al

aumento de flujo sanguineo cerebral en mujeres premenopausicas®’ .
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Figura 5. Participacion del estradiol en la intima de los vasos de la microcirculacion.

ER: receptor del estradiol, cGMP: guanosin monofosfato, eNOS: sintasa de O&xido nitrico
endotelial, NO: oxido nitrico, EDHF: factor hiperpolarizante derivado del endotelio, COX:
ciclooxigenasa (Modificado de Orshal y Khalil. Gender, sex hormones, and vascular tone. Am J
Phys 2004;286: R233-R249).

Testosterona

NUmerosos trabajos han descrito que la testosterona puede contribuir al
desarrollo de hipertensién en ratas SHR, a través del incremento de la actividad
de la enzima tiroxina-hidrolasa®®, la cual aumenta principalmente los niveles de
norepinefrina en el flujo sanguineo™.

Asimismo, otro estudio con el mismo modelo demostré que la testosterona eleva
la expresion de COX-2. Gong y colaboradores encontraron que los andrégenos
regulan la presién sanguinea en ratas SHR, mostrando que el tratamiento con
testosterona eleva los niveles de receptores ap-adrenérgicos en hembras y en
machos gonadectomizados, comparados con los testigos®, sugiriendo con esto

gue los andrégenos modulan la expresion de los receptores ap-adrenérgicos. Los



cambios en el numero de receptores op-adrenérgicos se asocian con
modificaciones en la presién sanguinea®™%. En otro estudio el tratamiento con
testosterona en ratas hembras se asocié con disminucién en la sintesis de PC y
aumento en la expresién de COX-2°% (En la figura 6 se describen algunos
aspectos de la participacion de la testosterona sobre el metabolismo del acido

araquidonico).
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Figura 6. Efecto de la testosterona sobre el metabolismo del &cido araquidénico. COX:

Ciclooxigenasas, PG: Prostaglandinas, TX: Tromboxanos, TNF: Factor de necrosis tumoral.

Antecedentes experimentales del modelo con sindrome metabdlico

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un modelo en rata con sindrome
metabdlico, una variante del modelo descrito por Reaven® en el cual las dietas
con concentraciones altas de sacarosa o0 fructosa inducen hipertension,
hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, nefropatia,

acumulacion de tejido graso intra-abdominal. Este cuadro patolégico se observa



frecuentemente en la clinica. En el modelo que desarrollamos, las anormalidades
metabdlicas y funcionales se han inducido en ratas Wistar por la administracion
de azucar comercial al 30 % en el agua de bebida, los hallazgos mas relevantes
son los siguientes:

1.- La adicidon de azucar refinada comercial al agua de bebida (30%) en ratas
Wistar produjo hipertrigliceridemia e hipertensién comparables a las encontradas
por otros autores que administraron los carbohidratos (60%) con el alimento
sélido. En nuestro modelo Unicamente tuvimos que prolongar el tiempo de
tratamiento a 20-24 semanas para obtener diferencias significativas con respecto
a los testigos®°.

2.- La reactividad vascular de las ratas con sindrome metabdlico revel6 dos tipos
de anormalidades: a) alteracion en el tejido vascular (aértico y mesentérico)
manifiesta por hipercontractiidad a vasoconstrictores e hiporelajacion a
vasodilatadores dependientes de 6xido nitrico endotelial, lo que sugiere dafio al
endotelio. Estos efectos disminuyeron en presencia de indometacina. b) un
componente plasmatico circulante, posiblemente los lipidos alterados, que al ser
adicionado a preparaciones de vasos in vitro indujo hipercontractilidad y redujo la
respuesta de relajacion dependiente de acetilcolina y de 6éxido nitrico®.

3.- Se han encontrado diferencias en la composicion lipidica asociadas al
género®, en nuestro laboratorio hemos demostrado que la composicién de los
acidos grasos del plasma de la rata hembra es diferente a la de la rata macho.
Cuando se induce el estrés oxidante por medio de inyeccion de fierro en el animal
entero, el indice de lipoperoxidacion es menor en la hembra que en el macho, eso
se debe probablemente al efecto protector de varios antioxidantes en la hembra®”
59.

4.- La infusibn de suero produce alteraciones en la funcién cardiaca en
preparaciones de corazon aislado (Langendorff), incrementando las presiones de
perfusiéon y ventricular. El suero normal induce mayor respuesta en los corazones
de las ratas con sindrome metabdlico que en los testigos y el suero de las ratas

con sindrome metabdlico provoca aumentos significativamente mayores que el



suero testigo en las presiones de ambos corazones, pero la respuesta del corazén
de las ratas con sindrome metabdlico es también de mayor magnitud®.

5.- El alto consumo cronico de sacarosa ocasiona proliferacion mesangial, dafio a
los procesos podociticos, engrosamiento de la membrana basal®.

6.- En general, los cambios causados por el tratamiento en las ratas con sindrome
metabdlico son mas numerosos y desfavorables en los machos. En las hembras
los estrégenos contribuyen a su proteccion contra eventos patologicos
cardiovasculares. Los patrones de respuestas se alteran cuando se modifican los
niveles de hormonas sexuales por castracion o por castracion y tratamiento
subsecuente con estradiol o testosterona®”.

Otro grupo de investigadores, evaluando la hipertrigliceridemia producida por
administracion de fructosa durante un mes, una variante de la que hemos
desarrollado, ha encontrado que puede modificarse por tratamiento con un
inhibidor de la sintasa del tromboxano, con lo que la hipertension caracteristica no

se manifiesta®.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando las observaciones anteriores, que sugieren la participacion del
acido araquidonico y sus metabolitos en procesos metabdlicos, funcionales y la
influencia del género en el modelo en rata con sindrome metabdlico estimamos
importante estudiar la participacion de las ciclooxigenasas, la modulacion de los
efectos de las hormonas sexuales y la contribucidén de algunos de los metabolitos

en el incremento de la presion arterial sobre la funcién renal.

HIPOTESIS

Puesto que las hormonas sexuales participan en la disfuncion renal asociada al
sindrome metabdlico, modulando el metabolismo del acido araquiddnico, el
estudio de la via de las ciclooxigenasas en ratas gonadectomizadas podria
determinar su contribucion en la reactividad vascular renal que influye sobre la

funcionalidad del 6rgano en el sindrome metabdlico.

OBJETIVO

Evaluar la participacion del metabolismo del acido araquidonico por la via de las
ciclooxigenasas en el desarrollo de las alteraciones renales observadas en los
animales con sindrome metabdlico, asi como la influencia de las hormonas

sexuales.



MATERIAL Y METODOS

Grupos experimentales

Se utilizaron ratas Wistar, tanto machos como hembras. Los grupos con 10
animales cada uno fueron los siguientes: testigo-1 machos intactos, testigo-2
machos castrados, sindrome metabdlico-1 machos intactos, sindrome metabdlico-
2 machos castrados, testigo-3 hembras intactas, testigo-4 hembras
ovariectomizadas, sindrome metabdlico-3 hembras intactas, sindrome metabdlico-
4 hembras ovariectomizadas. Los animales recién destetados recibieron agua y
alimento comercial para roedores, las ratas con sindrome metabdlico recibieron el
mismo alimento sélido pero se afiadid 30% de azucar comercial en el agua de

beber por 24 semanas.

Medicion de la presion arterial sistolica

Al final del tratamiento y antes de sacrificar a los animales se les midi6 la presion
arterial sistdlica por medio de un pletismégrafo que consiste de un sistema que
utiliza un sensor que se coloca en la cola del animal, conectado a un transductor
de presién, que envia las sefiales a una computadora equipada con un programa
para la captura y procesamiento de datos®’. Ademas a las ratas se les colocé en
cajas metabdlicas para recolectar la orina y cuantificar la alouminuria de 24 horas

por el método de verde de bromocresol®.

Tratamiento quirudrgico

La castracion se realizd bajo anestesia general (pentobarbital sddico, 63 mg/Kg.
de peso corporal, i.p.), ésta se realiz6 quirdrgicamente. Se efectué una incisién
longitudinal en el escroto. Los testiculos se exteriorizaron y se ligaron los
conductos aferentes, seccionandose inmediatamente por debajo de la ligadura.
Después de la extirpacién se suturd el corte. Para la ovariectomia, los animales
se anestesiaron de la misma manera. Se realizd una incisién longitudinal en el
area abdominal y pélvica de la parte dorsal. Se separaron la piel y el masculo y se

realizaron dos incisiones en el musculo esquelético, una a cada lado de la primera



incision, se exteriorizaron los ovarios, se ligaron las trompas de Falopio y se
seccionaron los ovarios por debajo de la ligadura. Después de la extirpacion se
suturaron los cortes®®. Se comprobd la eficiencia del procedimiento por medicién
de los niveles de hormonas circulantes, testosterona o estradiol, asi como frotis

vaginal y tincion de Papanicolau en el caso de las hembras.

Experimentos con el rifidn aislado y perfundido

Se utilizé la técnica para el rifion aislado y perfundido segun Langendorff
modificada por Vazquez-Cruz y colaboradores®. A los animales anestesiados
(pentobarbital sédico, 63 mg/Kg. de peso corporal, i.p.) se les practicd una incision
en la linea media, se visualizé la aorta, arteria mesentérica y el riidn derecho. Se
colocd un lazo laxo de seda 3-0 en la aorta abdominal sin comprimirla, por arriba
de la arteria renal derecha y en la arteria mesentérica, se tensaron las ligaduras
con pinzas hemostaticas, de inmediato se efectué una incisién en la arteria
mesentérica después de la ligadura y se introdujo rapidamente un catéter con
cuidado para no perforar el vaso y se atraveso la aorta, el catéter se introdujo en
la arteria renal y se le perfundié inmediatamente con solucion de Krebs mantenida
a 37°C y aereada con gas carbogeno (O, 95%-CO, 5%) con la siguiente
composiciéon (mM): NaCl 118, NaH,PO, 1.2, NaHCO; 25, KCI 4.7, CaCl, 1.2,
MgSO, 4.2, glucosa 5.5, pH 7.4, inmediatamente se anudaron las ligaduras y se
secciond la vena cava y la aorta por arriba y por debajo de la arteria renal, se
seccioné el dreter derecho en su extremo distal y se extrajo el rifion.

La canula del rifion derecho fue removida y se fijo al sistema para 6rgano aislado
y perfundido. Inmediatamente después de haber sujetado el rifidn, se inicié la
calibracion del flujo de la solucién amortiguadora, hasta obtener un flujo constante
entre 9-10 ml/min. de salida y durante todo el experimento se conservo este flujo
por medio de una bomba peristaltica (MasterFlex, Easy-load Il. ColeParmer
N0.77200-50), qgue se mantuvo a una presion de perfusion de 80 a 90 mmHg. La
presién de perfusion se midié por medio de un transductor de presion (Grass

Telefactor). El transductor se conecté a un poligrafo Grass 79D que amplificé la



sefal y se registrd0 en una computadora equipada con un programa especializado
(Grass PolyView version 2.0).

Después de un periodo de 20 min. de equilibrio, se procedid a inyectar bolos de
agonistas y antagonistas, los que se administraron a intervalos suficientemente
largos para permitir que la presion de perfusion retornara al nivel basal (entre 80-
90 mmHg).

Las secuencias de los bolos fueron: acido araquidoénico 4 pg, acido araquidonico 4
png + ozagrel 100 pM (inhibidor especifico de la tromboxano sintasa), acido
araquidonico 4 pug + NS398 10 uM (inhibidor especifico de COX-2) y acido
araquidénico 4 pg + indometacina 10 pM (inhibidor inespecifico de las COX).
Preferentemente se ensayaron las tres series en el mismo rifion.

Para graficar los cambios de la presion de perfusion se obtuvo la delta (A) de
presion de la siguiente manera: a la presion de perfusion maxima obtenida en
cada ensayo se le restd la presion de perfusion basal, la diferencia se graficé en
conjunto con las otras diferencias logradas en los demas ensayos.

Formula para calcular la delta (A).

Presion de perfusion méaxima — presion de perfusion basal = A-presion de
perfusion.

En el modelo de rifién aislado y perfundido segun Langendorff, se valoré la
reactividad vascular inducida por la perfusion de 4 ug de acido araquidoénico.

Al mantener al rifién con un flujo constante del amortiguador de Krebs, un ligero
incremento en la presion de perfusion ocasionada por el metabolismo del acido
araquidoénico representa cambios en la resistencia de la arteria renal que indican
vasoconstriccion®,

De acuerdo con la teoria biogénica que postula que el flujo sanguineo renal es
igual a la presion arterial dividida por la resistencia vascular renal, a medida que
aumenta la presion los vasos incrementan su resistencia, este mecanismo es
intrinseco y autoregulatorio en condiciones renales normales, pero hay un
desequilibrio en condiciones patolégicas®, por lo que al aumentar las resistencias
arteriolares preglomerulares por accién de la vasoconstriccion, la tasa de filtracion

glomerular disminuira®.
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Figura 7. Esquema general del sistema de rifién aislado y perfundido.

Determinacion de COX-1y 2 por inmunotransferencia

Se utiliz6 el método descrito por Lépez-Sanchez y cols®*. Se prepararon
agregados de membrana celular del tejido renal como sigue: el tejido se disectd
con ayuda de un microscopio estereoscopico y se homogeneizé en amortiguador
Tris-sacarosa 0.1 M pH 7.4, se centrifugd a 1000 g por 5 min a 4 °C en centrifuga
refrigerada. El sobrenadante se centrifugd a 9000 g por 10 min a 4 °C en
ultracentrifuga y se descarto el precipitado. El sobrenadante se centrifugé a 44000
g por 1 h a4 °C vy la pastilla resultante se resuspendié en 250 pl de amortiguador
de fosfatos (PBS) 0.1M. Se determiné la cantidad de proteina por el método de
Bradford.

100 pg de proteina de agregado membranal se mezclo con amortiguador de carga
(glicerol 59 % vol/vol; Tris-HCI, pH 6.5; SDS 1%, azul de bromofenol 0.1%, 2-
mercaptoetanol 0.05%). La mezcla se calenté a 100°C por 1-2 min. Las proteinas
se separaron en gel de SDS/PAGE al 8% bajo condiciones reductoras, al término

de la electroforesis el gel se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa 45um



Hybond-P. La membrana se bloque6 durante 3 horas con TBS que tenia 5% de
leche deshidratada desgrasada y Tween-20 al 0.05%.

Después la membrana se incubd con una dilucién 1/1000 a una concentracion
final de 0.2pg/ml de anticuerpos primarios policlonales de conejo contra COX-1y
COX-2, segun el caso, durante la noche a 4 °C con agitacion constante; la
membrana se enjuago tres veces con TBS y se incub6 con una dilucion 1/1000 de
anticuerpos secundarios policlonales de cabra anti IgG de conejo por tres horas a
temperatura ambiente y se reveld6 con 3’3’diaminobenzidina. Después de la
identificacion de la proteina problema la membrana se lavé con amortiguador que
contenia 1% de TRIS, 1% de SDS y 100 mM B-mercaptoetanol pH 2 por 2 horas,
después se lavo con TBS, se bloqued 3 horas y se incubd durante la noche con
una diluciéon 1/2000 de anticuerpos monoclonales de raton anti a-actina-
biotinilados y se revelé con 3'3’diaminobenzidina®.

La membrana se analizé por densitofotometria mediante el programa Sigma Scan

Plot versién 5.

Extraccion de &cido araquidénico libre no esterificado

La extraccién del acido araquidénico se realizé de acuerdo al método de Folch®.
A 1 mg de proteina de homogeneizado de rifién, se le agregd 20 ug de acido
margarico como estandar interno, 1 ml de MetOH con BHT al 0.002%, 1 ml de
NaCl al 0.09% y 2 ml de cloroformo con BHT al 0.002%. La muestra se agitd6 30
seg y se centrifugd a 376 g/5 min. La fase de cloroformo se recupero (se repitio la
dltima parte 1 vez mas). A los 4 ml de cloroformo obtenidos se les agreg6 200 pl
de metanol y sulfato de sodio anhidro y se filtrQ; el cloroformo obtenido se evaporo
con una corriente de N,. Al residuo lipidico se le agregd 100 ul MetOH con BHT al
0.002%, 100 pl 2,2-dimetoxipropano y 10 pl de H,SO,y se incubd a temperatura
ambiente por 15 min. Se agité cada 5 min, después se le agregoé 1 ml NaCl al 5%,
2 ml de hexano y se agité 30 seg y se centrifug6é a 376/5 min La fase del hexano
se separd de la acuosa (se repitié la ultima parte una vez). Los 4 ml de hexano
obtenidos se evaporaron con una corriente de N,. Se separaron e identificaron por

cromatografia de gases en un cromatografo (Modelo Shimadzu GC-2010) con una



columna capilar de 25 m x 0.25 mm de diametro a 195°C y un flujo constante de

helio 1 ml/min®,

Medicion de prostaglandinas

A 1 ml de orina o eluido de rifion, se le agregd 1 ml de etanol/agua 1:4 vol/vol y 10
pl de acido acético; se agitd en vortex e incubd a temperatura ambiente 5 min, se
centrifug6 a 2500 g por 5 min. Se recupero el sobrenadante y se filtr6 en una mini-
columna Sep-Pak C18, previamente equilibrada con 2 ml de etanol al 10 %.
Después de filtrar el sobrenadante la columna se lavé con 1 ml de agua destilada,
seguido de 1 ml de hexano, las PG se eluyeron con 1.5 ml de acetato de etilo, el
cual se evapor6 bajo una corriente de N,. Las PG se resuspendieron en 300 pl de
PBS pH 7.4 / etanol 2:1 vol/vol. Las concentraciones de 6-keto-PGla, PGE2 y

TXA, se determinaron por EIA.
ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como la media + error estandar. La diferencia estadistica
se determiné por analisis de varianza de dos vias y por la prueba t de Student.
Una p<0.05 fue considerada como significativa. Las graficas y el analisis
estadistico se realizaron con el programa SigmaPlot 11°%* (Systat Software Inc.,
Richmond, California, USA).



RESULTADOS

PESO

No hubo diferencias significativas entre el peso corporal de las ratas hembras
testigo, con sindrome metabdlico y testigo ovariectomizadas, pero en las ratas
con sindrome metabdlico ovariectomizadas se observé un incremento en el peso
en comparacion con las ratas hembra con sindrome metabdlico intactas (p<0.05).
En los machos testigo castrados y con sindrome metabdlico castrados se
presenté una disminucion significativa (p<0.05) del peso corporal en comparacion

con sus respectivos testigos (Tabla 1).

GRASA INTRA-ABDOMINAL

Las ratas hembra con sindrome metabdlico presentaron mayor acumulacion de
grasa intra-abdominal en comparacion con las ratas testigo (p<0.05), después de
la ovariectomia las ratas con sindrome metabdlico ovariectomizadas presentaron
significativamente mas grasa intra-abdominal en comparacién con las ratas con
sindrome metabdlico intactas (p<0.05).

Las ratas macho con sindrome metabélico tuvieron mayor acumulacién de grasa
intra-abdominal en comparacién con sus testigos (p<0.01), pero la castracién la
disminuy6 en las ratas con sindrome metabdlico castrados en comparaciéon con

las ratas con sindrome metabdlico intactas (p<0.01, Tabla 1).

HORMONAS SEXUALES

En las ratas hembra y macho gonadectomizadas no se detectaron niveles de la
hormona sexual predominante a cada género.

Los niveles de testosterona en las ratas hembra testigo y con sindrome
metabdlico no presentaron diferencia, pero en las ratas con sindrome metabolico
ovariectomizadas los niveles de testosterona disminuyeron significativamente
(p<0.05) en comparacion en las ratas testigo ovariectomizadas.

En las ratas macho con sindrome metabdlico los niveles de testosterona fueron

significativamente menores (p=0.01) en comparacion con sus testigos.



Los niveles de estradiol en las ratas testigo castrados y con sindrome metabdlico
castrados se incrementaron significativamente en comparaciébn con sus

respectivos testigos (p<0.01, Tabla 1).



Tabla 1. Caracteristicas generales de las ratas hembra y macho, control y con sindrome metabdlico

¥ <)

T SM T Ovx SM Ovx T SM T Cas SM Cas
Peso (g) 363+9 387+13 36243 455+7* 499+5 480+10 431+1** 405+3**
Grasa Intra
_ 5.6+0.4 13.3+0.9% 6.0+0.7 20.3+£2.8% 5.0+0.1 18.3+1.41% 4.0+0.5 13.1+£0.41%
abdominal (g)
Estradiol (nM)
0.28+0.10 0.38+0.03 <0.001 <0.001 0.003+0.001 0.002+0.001 O.12¢0.04<> 0.1110.02<>
Testosterona (UM)  0.013+0.005 0.008+0.003 0.016+0.003 0.005+0.001§ 0.025+0.006 0.006%0.002* <0.001 <0.001

T= testigo, SM= sindrome metabolico, Ovx=ovariectomizadas y Cas=castradas

Q-* p<0.05 vs M, T p<0.05 SMvs Ty SM Ovx, § p<0.05 vs SM

&'* p<0.05 vs SM, ** p<0.01 T vs T Cas y SM vs SM Cas, TT p<0.01 T vs SMy SM Cas vs SM, O p<0.05vs Ty SM



PRESION ARTERIAL SISTOLICA

En las ratas hembra testigo, con sindrome metabdlico y testigo ovariectomizadas
la presion arterial sistolica fue (111.4 + 2.7 mmHg, 120.7 + 4.5 mmHg y 116.8 +
2.1 mmHg, respectivamente) sin diferencia, pero en las ratas con sindrome
metabdlico ovariectomizadas la presion arterial sistdlica se incrementd (139.3 +
4.5 mmHg p=0.01) vs las ratas con sindrome metabdlico.

En las ratas macho testigo la presion arterial sistélica fue menor (p=0.001) en
comparacion con las ratas con sindrome metabdlico (123.1 £ 2.2 mmHg vs 144.9
+ 3.5 mmHg, respectivamente). La castracion no modificé la presion arterial
sistdlica en las ratas testigo castrados (125.2 + 1.3 mmHg) pero en las ratas con
sindrome metabdlico castrados la presion arterial sistélica disminuy6 (128.4 + 1.3
mmHg p=0.001) en comparacién con las ratas con sindrome metabolico (Figura
1).
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Figura 1. Presion arterial sistolica obtenida en los grupos de ratas hembra y
macho. T= testigo, SM= sindrome metabdlico, Ovx=ovariectomizadas Yy

Cas=castradas



ALBUMINURIA

La excrecion de albumina urinaria en las ratas hembra testigo, con sindrome
metabdlico y testigo ovariectomizadas no se modificd, pero en las ratas con
sindrome metabdlico ovariectomizadas la albuminuria presentd un incremento
significativo (p=0.03).

Las ratas macho con sindrome metabdlico mostraron un incremento significativo
en la albuminuria en comparacion con las ratas testigo (p<0.001).

La castracion en las ratas macho con sindrome metabdlico castrados disminuy? la
excrecion de albumina urinaria en comparacion con las ratas con sindrome
metabdlico intactas (p<0.001), la castracion en las ratas testigo no modificd la

albuminuria en relacion con su testigo (Figura 2).
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Figura 2. Excrecion de albumina urinaria en los grupos de ratas hembra y macho

T= testigo, SM= sindrome metabdlico, Ovx=ovariectomizadas y Cas=castradas



ACIDO ARAQUIDONICO NO ESTERIFICADO

El &cido araquiddnico no esterificado en el homogeneizado de rifidén de las ratas
hembra testigo, con sindrome metabdlico y testigo ovariectomizadas no presento
cambios significativos, pero la ovariectomia en las ratas con sindrome metabdlico
disminuyo la cantidad de acido araquidonico en comparacion con las ratas con
sindrome metabdlico intactas (p=0.03).

La Figura 3 también muestra la cantidad de acido araquidonico libre en el
homogeneizado de rifidn de las ratas macho. El acido araquidonico libre en el
homogeneizado de rifidbn de las ratas con sindrome metabdlico decrecié en
relacion con el de las ratas testigo y con sindrome metabdlico castrados (p=0.03 y
p=0.001 respectivamente) pero en las ratas testigo castrados se encontrd un

aumento significativo vs las ratas testigo (p=0.03).
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Figura 3. Concentracion de acido araquidénico libre en homogeneizado de rifidén

T= testigo, SM= sindrome metabolico, Ovx=ovariectomizadas y Cas=castradas



EFECTO DEL ACIDO ARAQUIDONICO SOBRE LA PRESION DE PERFUSION
EN EL RINON AISLADO

HEMBRAS

La A-presion de perfusidon no present6 diferencia entre los grupos de las ratas
hembra testigo, con sindrome metabdlico y testigo ovariectomizadas (19.4 + 4.1
mmHg, 15.4 £ 3.7 mmHg y 20.4 + 2.1 mmHg, respectivamente).

La ovariectomia aumento la A-presion de perfusién en las ratas con sindrome
metabdlico ovariectomizadas (31.7 = 5.3 mmHg, p=0.02) en comparacion con las
ratas con sindrome metabolico intactas.

Al perfundir 4 pg de acido araquidonico mas 10 uM de indometacina, la A-presion
de perfusion no se modifico significativamente en el riidn de las ratas hembra
testigo, con sindrome metabdlico y testigo ovariectomizadas (8%, + 4% y 18%) en
relacion a la A-presion de perfusion obtenida sin la indometacina, pero en el rifion
de las ratas con sindrome metabdlico ovariectomizadas decrecié
significativamente (74% p=0.01) en comparacion con la A-presion de perfusion sin
la indometacina.

También la figura muestra la A-presion de perfusion conseguida en los grupos
experimentales de ratas hembra al perfundir 4 ug de acido araquidénico mas 10
UM de NS398, so6lo en el grupo con sindrome metabdlico ovariectomizadas se
logré diferencia significativa en comparacion con su mismo grupo pero sin el
inhibidor (p=0.05). Por ultimo la figura describe la A-presion de perfusion obtenida
al perfundir el &cido araquidonico en presencia de 100 uM de ozagrel, inhibidor de
la tromboxano sintasa, en ninguno de los casos hubo diferencia. (Los resultados

se presentan en la Figura 4).
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Figura 4. A-presion de perfusion obtenida al perfundir el rifién derecho de las ratas
hembra testigo, con sindrome metabdlico, testigo ovariectomizadas y con
sindrome metabdlico ovariectomizadas con 4 pg de &acido araquidonico, en
presencia o ausencia de indometacina, NS398 y ozagrel. T= testigo, SM=

sindrome metabdlico, Ovx=ovariectomizadas y Cas=castradas



MACHOS

La A-presion de perfusidon se incrementd significativamente (p<0.001) en el rifidn
de las ratas con sindrome metabdlico en comparacion con la de A-presion de
perfusidon en las ratas testigo (107.0 £+ 10.0 mmHg vs. 49.5 + 6.8 mmHg,
respectivamente). La castracion no modificé la A-presion de perfusion en las ratas
testigo castrados (47.0 £ 8.2 mmHg) pero en las ratas con sindrome metabdlico
castrados la A-presion de perfusion disminuy6 (59.8 £ 11.1 mmHg, p<0.001) en
comparacion con las ratas con sindrome metabdlico.

Al perfundir 4 pg de acido araquiddnico en presencia de 10 uM de indometacina,
inhibidor no selectivo de COX-1y 2, la A-presion de perfusién disminuy6 en el
rifdn de las ratas testigo (41%) en relacion a la A-presion de perfusion obtenida
sin el inhibidor con diferencia significativa (p=0.01). La A-presién de perfusion
decrecio en el rifidn de las ratas con sindrome metabdlico (89%) en comparacion
con la A-presién de perfusion sin la indometacina, con diferencia significativa
(p<0.001). Al inhibir las COX con indometacina, en los riflones de las ratas testigo
castrados y con sindrome metabdlico castrados, la A-presion de perfusion fue
menor (39% y 51% respectivamente) a diferencia de la A-presion de perfusion
registrada sin el inhibidor.

Ademas la figura muestra la A-presién de perfusion lograda al perfundir 4 pug de
acido araquiddnico en presencia de NS398 inhibidor selectivo de COX 2.

La A-presion de perfusion en los rifiones de las ratas macho testigo y con
sindrome metabdlico castrados no presenté cambios significativos en relacién con
la A-presion de perfusion alcanzada sin el inhibidor (20%,18% respectivamente),
la misma tendencia se registr6 con 100 uM ozagrel (19%,14%, respectivamente).
En las ratas testigo castrados la A-presion de perfusion exhibié una disminucion
significativa al utilizar el antagonista NS398, (50%), pero con el ozagrel la A-
presion de perfusion no se modifico significativamente (25%).

En los rifiones de las ratas con sindrome metabdlico castrados la A-presion de
perfusiébn decreci6 (66% y 42%), con diferencia significativa (p<0.01), en
presencia del NS398 y el ozagrel en relacion con la A-presion de perfusion

obtenida sin el inhibidor. (Los resultados se presentan en la Figura 5)
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Figura 5. A-presion de perfusion obtenida al perfundir el riidn derecho de las ratas
macho testigo, con sindrome metabdlico, testigo castrados y con sindrome
metabalico castrados con 4 ug de acido araquiddnico, en ausencia o presencia de
indometacina, NS398 y ozagrel. T= testigo, SM= sindrome metabdlico,
Ovx=ovariectomizadas y Cas=castradas

*testigo castrados + acido araquidonico vs testigo castrados + acido araquiddnico
+ NS398 p<0.001

**sindrome metabdlico vs sindrome metabdlico castrados p<0.001



EXPRESION DE COX-1

La expresion de COX-1 no mostr6 cambios significativos en las ratas hembra
testigo, con sindrome metabdlico y testigo ovariectomizadas pero en las ratas con
sindrome metabdlico ovariectomizadas se incremento la expresion de la COX-1
significativamente en comparacioén con la de las ratas con sindrome metabdlico
(p=0.01).

Las ratas macho con sindrome metabdlico presentaron incremento significativo en
la expresion de la COX-1 vs las ratas macho testigo y con sindrome metabdlico
castrados con diferencia significativa (p=0.03 y p=0.01, respectivamente), (Figura

6).
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Figura 6. Expresion de la COX-1 en agregados de membrana celular de rifiidon de
las ratas hembra y macho. T= testigo, SM= sindrome metabdlico,
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EXPRESION DE COX-2

No hubo diferencia en la expresion de la COX-2 en las ratas hembra testigo, con
sindrome metabdlico y testigo ovariectomizadas pero en las ratas con sindrome
metabdlico ovariectomizadas se incrementdé la expresion de la COX-2
significativamente en comparacion con la de las ratas hembra con sindrome
metabdlico (p=0.01).

Las ratas macho con sindrome metabdlico presentaron un incremento significativo
en la cantidad de COX-2 en relacién con la de las ratas macho testigo y con
sindrome metabdlico castrados con diferencia significativa (p=0.02).

La castracion no modifico la expresion en las ratas testigo (Figura 7).
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ANALISIS DE LOS METABOLITOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO EN ELUIDO
DE RINON

6-KETO-PGF;4 METABOLITO ESTABLE DE LA COX-1
En las ratas hembra y macho no hubo cambios significativos en ninguno de los

grupos, (Tabla 2).

PGE,; METABOLITO ESTABLE DE LA COX-2

En ninguno de los grupos de ratas hembra hubo cambios significativos.

En las ratas macho con sindrome metabdlico la cantidad de PGE; fue mayor en
relacion con la de las ratas macho testigo y con sindrome metabdlico castrados
con diferencia significativa (p=0.04), (Tabla 2).

TXB, METABOLITO ESTABLE DE LA SINTASA DE TROMBOXANO

El TXB, fue significativamente mayor en las ratas hembra con sindrome
metabdlico ovariectomizadas en comparacién con las ratas hembra con sindrome
metabdlico (p<0.01).

En las ratas macho con sindrome metabolico la cantidad de TXB, mostré un
incremento significativo vs las ratas macho testigo y con sindrome metabdlico
castrados (p=0.004), (Tabla 2).



Tabla 2. Metabolitos del acido araquidénico en eluidos de Rifion

&

(ng/ml)

T SM T Ovx SM Ovx T SM T Cas SM Cas
6-keto-PG;a 0.51+0.15 0.51 +0.08 0.38 + 0.06 0.53+0.21 0.62+0.14 0.54 +0.10 055+0.17 0.30+0.15
PGE, 0.49x0.04 0.42 £ 0.06 0.48+0.11 0.78x0.24 0.64 £0.13 1.10 + 0.15% 0.66 £ 0.10 0.65 + 0.06F
TXB; 0.38£0.13 0.40 £ 0.05 0.45 £ 0.07 0.97 £ 0.23* 0.49+0.14 1.48 £ 0.17** 0.46 + 0.13 0.43 +0.18**

T= testigo, SM= sindrome metabdlico, Ovx=ovariectomizadas y Cas=castradas

Q. * p=0.01 vs SM

C?: *x p=0.04 T vs SMy SM vs SM Cas, 'I' p=0.004 T vs SMy SM Cas vs SM Cas



ANALISIS DE LOS METABOLITOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO EN ORINA

FIGURA 8A. CANTIDAD DE 6-KETO-PGF4

En las ratas hembras no hubo cambios significativos en ninguno de los grupos,
pero en las ratas macho con sindrome metabdlico se registr6 decremento
significativo en comparacion con las ratas testigo y con sindrome metabdlico

castrados (p<0.001).

FIGURA 8B. CANTIDAD DE PGE;

Las ratas hembra con sindrome metabdlico ovariectomizadas presentaron
incremento significativo en relacion con las ratas hembra con sindrome
metabdlico (p=0.04).

En las ratas macho con sindrome metabdlico la cantidad de PGE; fue mayor en
analogia con las ratas macho testigo y con sindrome metabdlico castrados con

diferencia significativa (p=0.01 y p=0.04, respectivamente).

FIGURA 8C. CANTIDAD DE TXB;

La concentracién de TXB, fue significativamente mayor en las ratas hembra con
sindrome metabdlico ovariectomizadas vs las ratas hembra con sindrome
metabdlico y testigo ovariectomizadas (p=0.04 y p=0.01, respectivamente).

En las ratas macho con sindrome metabdlico la cantidad de TXB, mostré un
incremento significativo vs las ratas macho testigo y con sindrome metabdlico

castrados (p<0.001 y p=0.01, respectivamente).
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Figura 8A) Concentracion de 6-KETO-PGF,, , B) PGE, y C) TXB, en orina. T=

testigo, SM= sindrome metabdlico, Ovx=ovariectomizadas y Cas=castradas



DISCUSION

Con mayor frecuencia las diversas alteraciones que conforman el sindrome
metabdlico cobran la vida de miles de personas cada afio en todo el mundo, por lo
que el comprender con claridad las vias metabdlicas involucradas es de gran
interés para la investigacion béasica y clinica. Una de las vias celulares
involucradas en esta patologia es la del metabolismo del acido araquidénico en la
gue los metabolitos de este acido graso intervienen de manera directa o indirecta
en Odrganos y sistemas afectados como el cardiovascular y el renal, entre otros.
Ademas, los prostanoides participan en la regulacién del tono vascular, liberacién
de renina, el metabolismo del sodio en la hemodinamica renal y la presion arterial,
entre otros. En cada uno de estos sistemas involucrados las hormonas sexuales
participan limitando o favoreciendo cada uno de ellos®®. El objetivo del estudio fue
determinar la participacion del metabolismo del 4cido araquidonico, en particular
la via de la ciclooxigenasa, en el desarrollo de la patologia renal observada en los
animales con sindrome metabdlico, influenciada por las hormonas sexuales.

Los resultados de este estudio sugieren una fuerte asociacion entre el sindrome
metabolico, la via del &cido araquidénico en la disfuncién renal y las hormonas
sexuales. En aorta y en arteria mesentérica otros investigadores han descrito
resultados semejantes en modelos de hipertension en ratas, inducida por alto
consumo de fructosa y el efecto de la castracién®®.

Presion arterial sistdlica

En resultados previos nuestro grupo ha demostrado que las ratas macho con
sindrome metabdlico desarrollan un incremento en la presion arterial sistélica
después de 4 6 5 meses del tratamiento con sacarosa en comparacion con las
ratas hembra con sindrome metabdlico de la misma edad, en las cuales la presion
arterial sistdlica se incrementa més tardiamente .

En el presente estudio se observé una tendencia similar. El incremento de la
presién arterial sistdlica en las ratas hembra con sindrome metabdlico
ovariectomizadas y en las ratas macho con sindrome metabdlico y el decremento

en las ratas macho con sindrome metabdlico castrados, respectivamente,



sugieren que las hormonas sexuales son necesarias para regular la presion
arterial sistdlica’™ .

Otros investigadores han descrito que las ratas macho SHR tienen la presion
arterial sistolica mas elevada que las hembra SHR y que la castracion en las
macho disminuye la presion arterial sistélica’”. Se ha descrito que los estrégenos
pueden disminuir la sintesis y liberacion de PG vasoconstrictoras, las cuales estan
involucradas en el incremento de la presién arterial sistdlica’™, pero que la
testosterona induce un efecto opuesto”®.

Los andrégenos son necesarios para el desarrollo de hipertensién en modelos de
rata macho con una dieta alta en fructosa, la testosterona puede incrementar la
actividad de la tromboxano-sintasa con un subsiguiente aumento de tromboxano,
el cual contribuye a la elevacion de la presién arterial sistélica’"".

La disminucion de la presion arterial sistolica en las ratas macho con sindrome
metabdlico castrados y el incremento en las ratas hembras con sindrome
metabolico ovariectomizadas hace evidente la participacion de las hormonas
sexuales sobre la funcién endotelial y las enzimas presentes en el endotelio tales
como la sintasa del NO, la COX-1y 2 entre otras’®.

El endotelio participa de manera directa en la regulacién de la presion arterial
sistélica. Por otra parte una dieta rica en fructosa o sacarosa induce sindrome
metabdlico en modelos animales de experimentacion; el sindrome metabdlico se
relaciona con dafio renal’®”. El dafio renal asociado con el incremento de la
presién arterial sistolica contribuye a la insuficiencia renal”®

Albuminuria

La albuminuria se considera un marcador de dafio renal®. El incremento en la
excrecion de proteina urinaria en las ratas hembra con sindrome metabdlico
ovariectomizadas y en las ratas macho con sindrome metabolico en comparacion
con sus respectivos testigos y la disminucion en las ratas macho con sindrome
metabdlico castrados, sugieren que las hormonas sexuales participan en la
progresién del dafio renal ocasionado en el sindrome metabélico®’. El deterioro de
la funciéon renal evidenciado por proteinuria, incremento de la permeabilidad

glomerular y glomeruloesclerosis®, es més rapido en hombres que en mujeres de



d™™. Reckelhoff y colaboradores®® han demostrado que los

la misma eda
andrégenos modifican la hemodinamica renal, participan en el incremento de la
presion arterial y proteinuria en ratas macho SHR™ y que la castracién disminuye
la presién arterial, la proteinuria y preserva la funcién renal®®. Las hormonas
sexuales probablemente participan en la sintesis y degradacion de los
componentes de la matriz extracelular que se asocian con cambios en la carga de
la membrana basal glomerular®*®°,

En este trabajo demostramos que la eliminacidén de la testosterona por efecto de
la castracion en las ratas macho con sindrome metabdlico disminuy6 la
albuminuria; la eliminacion de los estrégenos por la ovariectomia en las ratas
hembra con sindrome metabdlico la aumentd. Se ha descrito que la testosterona
favorece el incremento del TXA,, el cual induce la sintesis de colagena tipo IV,
esta protefna participa en el desarrollo de dafio renal®®®’. Los datos obtenidos en
nuestro trabajo apoyan lo anteriormente descrito®®*®8. La castracién favorecié una
disminucién de TXB; y la ovariectomia lo increment6 tanto en la orina como en el
eluido de rifion.

Metabolismo del acido araquidonico en el rifién aislado y perfundido

En el rindn de las ratas macho con sindrome metabdlico, la perfusion con acido
araquidoénico incrementé la A-presion de perfusién en comparacion con las ratas
macho testigo; en presencia de indometacina se observé decremento significativo
en la A-presion de perfusion. Los resultados sugieren que los metabolitos del
acido araquidodnico sintetizados por la via de las COX-1 y 2, contribuyen a la
vasoconstriccion observada en el sindrome metabdlico. Se ha descrito que las
isoformas de COX se asocian con la sintesis de TXA®. La supresién de las
hormonas sexuales por gonadectomia disminuyo la A-presion de perfusion en los
rinones de las ratas macho con sindrome metabdlico castrados y la aumento en
las ratas hembra con sindrome metabdlico ovariectomizadas, lo cual sugiere que
las hormonas sexuales participan en la regulacion del metabolismo del acido
araquidénico®°. Otros investigadores han descrito resultados similares en aorta
en modelos experimentales de hipertension inducidos por fructosa y el efecto de
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la castracion Fortepiani y colaboradores® investigaron el dafio renal



ocasionado por la edad y la supresidon de androgenos en ratas SHR, demostrando
que la castracion mejora la filtracion glomerular, la resistencia vascular renal y la

proteinuria.

En presencia de NS398 la A-presion de perfusion disminuy6 en las ratas hembra
con sindrome metabdlico ovariectomizadas y en las ratas macho con sindrome
metabdlico en comparacion con la A-presion de perfusion obtenida sin el inhibidor,
lo que sugiere que la COX-2 participa en la regulacion de la A-presion de

perfusién y que las hormonas sexuales pueden regular esta isoforma®.

Se ha descrito que las PG sintetizadas por COX-2 pueden regular la sintesis y
liberacion de angiotensina Il, la cual esta involucrada en el incremento de la
vasoconstriccion de la vasculatura renal en la nefrectomia 5/6°*. En presencia de
ozagrel la A-presion de perfusion disminuyé en las ratas macho con sindrome
metabdlico en comparacion con la A-presion de perfusion sin el inhibidor, este
resultado sugiere que la via metabodlica COX/tromboxano sintasa esta alterada en
las ratas macho con sindrome metabdlico. EI TXA, es un potente vasoconstrictor
que puede ser sintetizado por el endotelio®. Asimismo los cambios en la A-
presion de perfusion obtenida al perfundir acido araquiddnico indican cambios en
la resistencia vascular renal; la resistencia vascular depende en parte de las
sustancias sintetizadas y liberadas por el endotelio®. En modelos experimentales
de hipertension y de sindrome metabdlico inducidos por alto consumo de fructosa
se ha demostrado que el TXA; esta incrementado®. La A-presion de perfusion en
las ratas macho con sindrome metabdlico castradas no mostré cambios
significativos en presencia de ozagrel o NS398; este resultado indica que la
eliminacion de testosterona por castracion puede modificar la actividad de la via

enzimatica COX-2/tromboxano sintasa.

En el modelo de rata macho gonadectomizada y con alto consumo de fructosa se
ha observado disminucion significativa de TXA, en comparacion con ratas macho
falsamente operadas’. Por lo que respecta a factores que contribuyen al dafio
renal se han descrito los siguientes: la PGE, y el TXA, incrementan la



transcripcion de colagena tipo IV, laminina y fribronectina, proteinas involucradas

en el engrosamiento de la membrana basal glomerular, caracteristica
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predominante en el dafio renal™. Nuestros resultados evidencian incremento en la

PGE;, y TXA; en las ratas macho con sindrome metabdlico y en las ratas hembra
con sindrome metabdlico ovariectomizadas. Un estudio realizado en pacientes
diabéticos tratados con ozagrel, mostré que hubo disminucién en la proteinuria;

I”*. Por otra

1%,

estos resultados sugieren que el TXA; participa en la insuficiencia rena
parte se ha asociado la dislipidemia con progresion del deterioro rena
Diferentes estudios han mostrado la relacidon entre la reduccién de la dislipidemia
y la disminucién del dafio renal®’.

Las ratas macho con sindrome metabdlico desarrollan dislipidemia caracterizada
por hipertrigliceridemia e incremento de los acidos grasos libres no esterificados
los cuales probablemente contribuyen al deterioro de la funcién renal®® % %,
Acido araquiddnico libre no esterificado en homogeneizado de rifién

La concentracion de &cido araquidénico libre no esterificado en los
homogeneizados de rifién disminuyd en las ratas macho con sindrome metabdlico
en comparacion con las ratas macho testigo; resultados previos de nuestro
laboratorio ya han descrito esta tendencia®’%.

La castracion incrementa la concentracion del acido araquidénico en las ratas
macho con sindrome metabdlico castrados y testigo castrados, en comparacion
con las ratas macho con sindrome metabdlico y testigo. La ovariectomia en las
ratas hembra con sindrome metabdlico disminuyé la cantidad de acido
araquidénico en relacion con la de las ratas hembra con sindrome metabdlico
intactas. Estos cambios en la concentracion del acido araquidonico
probablemente se deban a alteracion en la expresion y actividad de la PLA,,
enzima clave en la liberacion del acido araquidonico de los fosfolipidos de la
membrana celular®® ®* %, Se ha descrito que el estradiol puede incrementar la
actividad de la PLA,%. Sin embargo, el andlisis densitométrico de las inmuno-
transferencias no presentdé cambios significativos en ninguno de los grupos
experimentales, tanto en las ratas hembra como machos, (los datos no se

muestran). El incremento en las expresiones de la COX-1y 2 en los agregados de



membrana celular de rifidn en las ratas hembra con sindrome metabolico
ovariectomizadas y en las ratas macho con sindrome metabdlico y la disminucién
en la expresion de dichas enzimas en las ratas macho con sindrome metabdlico
castrados en comparacion con sus testigos, respectivamente, pueden contribuir a

los cambios observados en la concentracion del acido araquidénico.

La disminucién del acido araquidonico en el homogeneizado de rifion en las ratas
hembra con sindrome metabdlico ovariectomizadas y en las ratas macho con
sindrome metabodlico puede ser un factor determinante en la sintesis de PG
vasoconstrictoras involucradas en el incremento de la presion arterial sistolica en
el sindrome metabolico®®®.

El aumento del &cido araquidénico en las ratas macho testigo castrados y con
sindrome metabdlico castrados es debido probablemente a la disminucion
observada en la expresion de las isoformas de COX, este incremento del &cido
araquidénico puede favorecer una mayor fluidez de la membrana celular al ser
reinsertado en los fosfolipidos, sin embargo este andlisis no se realizé6 en este
estudio.

Se ha descrito que las células de la medula renal presentan abundantes vacuolas,
ricas en Aacidos grasos poliinsaturados entre ellos el &cido araquidénico'®°%,
Muirhead y colaboradores demostraron que un transplante de medula renal pero
no de corteza, reduce la presion arterial sistélica en animales hipertensos'*,

Expresién de las isoformas de COX

Por otra parte, la supresion de los estrogenos y la testosterona por efecto de la
gonadectomia en las ratas hembra con sindrome metabdlico ovariectomizadas y
en las ratas macho con sindrome metabdlico castrados en comparacién con sus
testigos, incrementd y disminuyd, respectivamente, la expresion de la COX-1y 2.
Se ha descrito que las hormonas sexuales pueden modificar la expresion y
actividad de las dos isoformas de COX/tromboxano sintasa® '®. El aumento
observado en la expresién de la COX-1 y 2 en las ratas hembra con sindrome

metabdlico ovariectomizadas y en las ratas macho con sindrome metabdlico



favorecié un incremento en las sintesis de PGE, y TXA,, involucradas en la
vasoconstriccion de la vasculatura renal'®. Las PG sintetizadas en las células de
la médula renal por COX tales como la PGE2 y TXA2 estan involucradas en la
hemodinamica renal, en la regulacién del tono vascular y en el balance de sodio,

agua y renina®.

La testosterona puede incrementar la respuesta de agentes presores como el TX,
involucrado en el sindrome metabdlico e inhibir la sintasa de NO>®, contribuyendo
a la vasoconstriccion de las arteriolas renales™ 1%,

En un estudio, donde se valoré el dafio renal por isquemia y reperfusion asociado
al género, en un modelo de ratén, se demostré que la ausencia o presencia de
testosterona se asocia con recuperacibn o no del dafio por isquemia y

reperfusion’”.

La testosterona puede indirectamente estimular la reabsorcion de sodio, via el
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tubulo proximal renal®™ y los componentes del sistema renina angiotensina

lo que contribuye al incremento de la presion arterial sistélica y al dafio renal. Los
estrogenos pueden disminuir la actividad del sistema renina angiotensina®*’.
Ademas se ha demostrado que los metabolitos, productos de la actividad de la
COX-2 sobre el 4cido araquidonico, pueden incrementar la actividad del sistema
renina angiotensina; un aumento de angiotensina Il contribuye a la elevacién de la

presion arterial sistolica y al dafio renal en el sindrome metabolico*®>*°®.

Prostaglandinas

Se han asociado los metabolitos estables de COX-1y 2 como el 6-keto-PGF;, y la
PGE, al decremento y al incremento, respectivamente, de la presion arterial
sistélica y al dafio renal en modelos experimentales de hipertension por alto
consumo de fructosa® %8 Nuestros resultados demuestran decremento en las
ratas macho con sindrome metabdlico de 6-keto-PGF,, en comparacion con las
ratas macho testigo y con sindrome metabdlico castrados y un incremento de

PGE, y TXA; en las ratas hembra con sindrome metabdlico ovariectomizadas y



en las ratas macho con sindrome metabdlico en comparacion con sus respectivos
grupos testigo. Estos resultados sugieren que las hormonas sexuales participan
en la regulacion del metabolismo del &cido araquidénico en el sindrome
metabdlico, favoreciendo o disminuyendo la sintesis de PG vasoactivas

involucradas en la regulacién de la microvasculatura renal®* %14

y, c€omo
consecuencia, la mejoria o el deterioro de la funcién renal®. Ademas los
resultados sugieren que la via de las isoformas de COX/tromboxano sintasa se
encuentra alterada y se desvia en el sindrome metabdlico a una mayor sintesis y
liberacion de metabolitos como el TXB; y la PGE,, involucrados en el deterioro de

la funcion renal'®® &6



CONCLUSIONES

1.- Los resultados sugieren que el metabolismo del acido araquidonico se
encuentra alterado en el rifidn de la rata con sindrome metabdlico.

2.- En las ratas hembra con sindrome metabdlico los estrégenos y principalmente
el estradiol inducen un efecto protector contra los cambios ocasionados por el alto
consumo de sacarosa al metabolismo del acido araquiddnico en el rifion.

3.- La ovariectomia revierte algunos de estos efectos benéficos, induciendo
incremento de la albuminuria, la A-presion de perfusion y la sobre-expresion de
las isoformas de COX, entre otros.

4.- La ausencia de testosterona en las ratas macho con sindrome metabdlico
modifica las alteraciones observadas en el metabolismo del acido araquidénico en
comparacién con su presencia, por ejemplo, disminuyendo la presién arterial
sistdlica, la A-presion de perfusion y la expresion de las isoformas de COX, lo cual

contribuye a mejorar la funcion renal.
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Abstract

Influence of sex on arachidonic acid metabolism, a pathway involved in the link between metabolic syndrome (MS) and renal damage,
was studied in isolated perfused kidney. Metabolic syndrome was induced by feeding 30% sucrose solution for 24 weeks to intact and
gonadectomized female (Ovx) and male (Cas) rats. Systolic blood pressure, albuminuria, as well as prostaglandin E, and thromboxane B,
from urine and perfusate increased in MS male and MS ovariectomized females; castration reduced them in MS males. Perfusion of
arachidonic acid in kidneys from MS males increased perfusion pressure compared with controls. No difference appeared in perfusion
pressure between control and MS females. Castration diminished perfusion pressure in MS; the opposite was observed in Ovx MS.
Perfusion with arachidonic acid plus indomethacin decreased perfusion pressure in MS male kidneys and in Cas MS. In Ovx MS,
arachidonic acid plus indomethacin decreased perfusion pressure, but not in female control, MS, and Ovx control. Increase in perfusion
pressure with arachidonic acid in both male MS and Ovx MS was related to cyclooxygenase (COX)-1 and COX-2 overexpression in
kidney. Castration reduced the expression of COX-1 and COX-2 in MS to control levels. The results suggest that the alteration in
arachidonic acid metabolism associated with changes in the expression of COX-1 and COX-2 induced by sucrose intake, and influenced

by sex hormones, may contribute to renal damage.
© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The metabolic syndrome (MS) is characterized by the
association of various pathologies: hypertension, dyslipide-
mia, hyperinsulinemia, nephropathy, and cardiovascular
alterations [1]. Its prevalence may depend on sex both in
humans and in animal models [2,3]. The prevalence of MS in
premenopausal women is lower than that of men of the same
age; the incidence in women increases after the menopause
and may become higher than that in men [4]. One of the
organs that may be severely impaired in MS is the kidney [5].

In animal models of chronic renal disease, males show
more accelerated progression of renal injury than females
[6]. In male rats [7], castration and continuous blockade of

* Corresponding author. Tel.: +525 573 29 11x1298; fax: +525 573 09 26.
E-mail address: gbanos@yahoo.com (G. Bafios).

0026-0495/$ — see front matter © 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.metabol.2009.08.014

the androgen receptor attenuate renal injury, proteinuria, and
blood pressure and inhibit renin-angiotensin system (RAS)
[8]. Generally, estrogens are a protective factor against the
development of nephropathy by diminishing vascular
resistance and inhibiting circulating renin and angiotensin-
converting enzyme, decreasing circulating angiotensin
levels. Estrogen deficiency as a result of menopause or
ovariectomy has the opposite effects on the RAS [9].

On the another hand, kidney arachidonic acid (AA)
metabolism and the eicosanoids, products of the cyclooxyge-
nase (COX) pathway, participate in the regulation of vascular
tone, renin release, sodium metabolism, renal hemodynamics,
and blood pressure, among other functions [10].

Eicosanoids are a diverse metabolite group, produced by
the enzymatic oxidation of AA and catalyzed through 3
major enzymatic pathways: the COX (with the intervention
of the 2 COX isoforms COX-1 and COX-2) [I1], the
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lipoxygenase, and the cytochrome P-450 pathways [12].
Cyclooxygenase-1 is constitutively expressed in the kidney;
and COX-2 is induced by inflammatory stimuli, but is also
constitutively localized in the macula densa and collecting
tubules in the renal vasculature [13,14]. The expression of
the COX-2 isoform is increased in the kidney during
development, hypertension, obesity, and MS [15,16].

Arachidonic acid metabolite levels are determined by
factors that include species, tissue, and hormonal back-
ground [17,18].

Reaven and Ho [19] developed MS in rats by adminis-
tration of high-sucrose or high-fructose diets, which induce
hypertriglyceridemia, hypertension, nephropathy, and hyper-
insulinemia, and increase intraabdominal fat tissue and
insulin resistance [20]. We have developed a variant whose
abnormalities are induced by continuous administration of
sucrose in the drinking water [21,22].

In this study, we investigated the effect of gonadectomy
on the metabolism of AA in isolated kidneys of control and
MS male and female rats.

2. Materials and methods
2.1. Animal groups

Weanling female and male Wistar rats weighing approx-
imately 40 £ 2 g were used. The controls (C) received tap
water for drinking, whereas the MS rats had 30% sucrose
solution; both groups were fed commercial rat chow ad
libitum for 24 weeks. These groups were further subdivided
into 4 subgroups (n = § in each subgroup) of C or MS: group
1, intact C female and male; group 2, intact MS female and
male; group 3, ovariectomized female (Ovx) C and MS; and
group 4, castrated male (Cas) C and MS. The treatment
period lasted 6 months. The animals were housed at room
temperature of 21°C, with 12-hour cycles of light/darkness.

The care and use of animals followed the institutional
guidelines and received institutional approval.

2.2. Gonadectomy

The gonadectomy was carried out at the beginning of the
sucrose treatment. Castration and ovariectomy were per-
formed under anesthesia (pentobarbital sodium 63 mg/kg of
body weight) as previously described [23,24]. The surgical
procedures were as humane as possible and complied with
the guidelines for animal care of our institution.

2.3. Measurement of serum sex hormones

Serum testosterone and estradiol were measured using the
Diagnostic Products (Los Angeles, CA) kit.

2.4. Systolic blood pressure

At the end of the treatment, systolic blood pressure (SBP)
was measured by a tail-cuff attached to a pneumatic pulse
transducer and programmed electrosphygmomanometer

(Narco Scientific, Austin, TX), as described previously
[23,24]. Briefly, the rats were immobilized in an acrylic
device that allowed them to breathe freely, resting on a plate
that kept them warm, but left the tail available to apply the
tail-cuff. The animals were left to relax for some 15 to 20
minutes. Four measurements of SBP were carried out on
each rat or until the readings were reproducible. The data
obtained with this technique are not different from either
those collected in our database along several years or those
obtained by direct arterial cannulation.

2.5. Albuminuria

At the end of the treatment and previous to the collection
of urine, the animals were placed in metabolic cages
(Nalgene, San Diego, CA) for 5 days, with free access to
food and water. The urine was filtered and collected on ice
for 24 hours. Albuminuria was measured using bromocresol
green reagent; this technique is specific for the quantification
of albumin in urine [25].

2.6. Isolated perfused kidney

The rats were anesthetized by intraperitoneal injection of
pentobarbital sodium (63 mg/kg body weight). The right
kidney was exposed by midline laparotomy, and the
mesenteric and right renal arteries were cleared of surround-
ing tissue. The right renal artery was cannulated through the
mesenteric artery to avoid interruption of blood flow; and the
kidney was removed, suspended, and perfused at constant
flow by means of a peristaltic pump (MasterFlex Easy-load
IL, no. 77200-50; Cole-Parmer Instrument Co, Vemon Hills,
IL) with Krebs solution at 37°C and oxygenated with 95%
0,/5% CO,. The solution had the following composition (in
millimoles per liter): 118 NaCl, 1.2 NaH,PO,, 25 NaHCO3;,
4.7 KCl, 1.2 CaCl,, 4.2 MgSQ,, and 5.5 glucose (pH 7.4).
Flow was adjusted to a basal perfusion pressure (PP) of 75 to
90 mm Hg. Mean flow rate of the perfusing solution was § to
9 mL/min. Perfusion pressure was measured with a
transducer (Grass Telefactor, Grass Technologies, Astro
Med, West Warwick, RI), captured, and recorded by means
of a Grass model polygraph 79D and online program (Grass
PolyView). Data are expressed as changes (A) of PP in
millimeters of mercury. After at least 15 minutes of perfusion
and once a stable PP had been obtained, vasoconstrictor
responses to 4 ug/(mL min) AA were determined in the
absence and presence of 10 umol/L indomethacin (Indo)
(COX pathway inhibitor), 10 umol/L NS398 (COX-2
selective inhibitor), or 100 umol/L ozagrel (pathway inhibitor
of thromboxane synthase). These doses were selected from
published data as more convenient after dose-response curves
were obtained [26].

2.7. Prostaglandins

Prostaglandins were extracted from the urine or kidney
perfusate by adding 0.5 mL of water-ethanol 1:4 and 10 uL
of glacial acetic acid to 1 mL urine or perfusate. The mixture
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was well shaken, and the samples were incubated at room
temperature for 5 minutes and centrifuged at 2500g for
5 minutes. The supernatant was applied to a Sep-Pak C18
minicolumn (Millipore, Billerica, MA) previously equili-
brated with 2 vol of 10% ethanol. The column was then
washed with 1 vol of water followed by 1 vol of hexane; and
prostaglandins were eluted with 1.50 mL of ethyl acetate.
The samples were dried under a nitrogen stream and
resuspended in 300 uL phosphate-buffered saline—ethanol
(2:1 vol/vol). The concentrations of the 3 prostanoids in
urine or perfusate were determined by enzyme immunoassay
with kits obtained from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI).

2.8. Arachidonic acid

Kidney homogenate AA was extracted as described by
Folch et al [27], derivatized to the corresponding methyl
esters, and analyzed by gas liquid chromatography
(GC-2010 Shimadzu Gas Chromatograph, Shimadzu North
America, Pleasanton, CA) as previously described [22,28].

2.9. Microsomes

The left kidney was dissected, cut up, and homogenized in
5 mL cold buffer (250 mmol/L sucrose, 10 mmol/L Tris, 1
mmol/L. EDTA [pH 7.4]) in the presence of protease
inhibitors (1 mmol/L phenylmethylsulfonyl fluoride,
2 umol/L pepstatin A, 2 umol/L leupeptin, and 0.1%
aprotinin; Sigma-Aldrich, St Louis, MO); and the homoge-
nate was kept on ice. The homogenate was then centrifuged at
600g for 5 minutes at 4°C. The pellet was discarded, and the
supernatant was centrifuged at 8000g for 10 minutes at 4°C.
The pellet was discarded, and the supernatant was centrifuged
at 44 000g for 1 hour at 4°C; the resultant pellet was
resuspended in 250 uL 0.1 mol/L phosphate buffer.

2.10. Immunoblotting

The microsomes (100 ug) were mixed with sample buffer
(Tris-HCI [pH 6.5], 1% sodium dodecyl sulfate [SDS], 50%
glycerol, and 0.1% bromophenol blue) and boiled for
2 minutes. Proteins were separated on a 10% SDS—
polyacrylamide gel electrophoresis gel and transferred to
Hybond-C extra nitrocellulose membrane (Millipore). The
blots were blocked for 3 hours with Tris buffer solution
(TBS) containing 5% nonfat dry milk and 0.5% Tween 20. A
rabbit phospholipase A, polyclonal antibody, rabbit COX-1
polyclonal antibody, and rabbit COX-2 polyclonal antibody
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) were applied
individually to each gel, at a dilution of 1:1000, for an entire
night. The blots were washed in TBS and incubated with
secondary antibody biotinylated-goat antirabbit immuno-
globulin G (ZYMED Laboratories, San Diego, CA) at a
dilution of 1:5000.

After incubation with the secondary antibody, the
membranes were washed with TBS; and the band detection
was carried out using 3’3’-diaminobenzidine. Membranes
were stripped in a TBS containing 1% SDS and 100

mmol/L ~mercaptoethanol (pH 2), followed by incubation
with a 1/2000 o-actin monoclonal mouse antibody. Band
intensity was measured densitometrically with a Sigma
Scan Pro5 program (Ashburn, VA).

2.11. Statistical analysis

The data are presented as mean + SE. Statistical
significance was determined by 2-way analysis of variance
test with Tukey honestly significant difference post hoc test
(SigmaPlot 11; Systat Software, Chicago, IL). Differences
were considered statistically significant at P < .05.

3. Results
3.1. Body weight

No difference in body weight was found between MS, C,
and Ovx C female rats; but ovariectomy increased it in Ovx
MS in comparison with MS females (P < .05). Castration
significantly reduced body weight in MS and C in
comparison with intact rats (P < .05).

3.2. Intraabdominal fat

The MS female rats accumulated significantly more
intraabdominal fat compared with the C females (P < .05);
but after ovariectomy, the highest increase was observed in
MS compared with intact MS females (P < .05).

The accumulated intraabdominal fat in MS male rats was
significantly greater than that in C animals (P < .01).
Castration decreased fat accumulation in Cas MS when
compared with intact MS male rats (P < .01).

3.3. Systolic blood pressure

The SBP did not differ between C, MS, and Ovx C female
rats. In Ovx MS, it increased vs MS females (P = .01,
Table 1). In MS males, SBP was significantly increased
compared with C male rats (P = .001), whereas castration
decreased it significantly in MS (P =.001) but did not affect
it in C rats.

In a sample of measurements taken as described in
“Materials and methods,” the coefficient of variability
ranged from 0.16% to 2.8% (n = 70), with no apparent
bias in any group.

3.4. Albuminuria

Albuminuria was not altered in C, MS, and Ovx C
females; but it did increase (P = .03) in Ovx MS rats. In MS
male rats, it was significantly increased vs C males (P =
.001) (Table 1). Castration in MS rats decreased it vs intact
MS rats (P = .001), whereas castration in C caused no
significant change.

3.5. Sex hormones

Undetectable levels of the corresponding sex hormones
proved the success of the gonadectomy procedure.
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Table 1
General characteristics of experimental rat groups, control, and MS

Female rats Male rats
C MS Ovx C Ovx MS C MS Cas C Cas MS

Body weight (g) 363+9 387+ 13 362 +3 455 + 7% 499 +5 480 + 10 431 + 11 405 + 37
Intraabdominal fat (g) 5.6+04 133+ 0.9 6.0+0.7 20.3 +2.8" 50£0.1 183« 1.47 40+05  13.1+04"
SBP (mm Hg) 111+3 120+ 5 116 +2 139 + 5% 123+2 145 + 3%* 128+ 1 125 + 1**
Albuminuria (mg/24 h) 3.9+04 3.6+19 37+03 10.7 +2.3% 6.5+0.7 155+ 15" 5814 40=09"
Serum estradiol (nmol/L) 028 £0.01  0.38=0.003 <0.001 <0.001 0.003 £ 0.001 0.002 £ 0.001%* 0.12+0.04"% 0.11 £ 0.02%
Serum testosterone (umol/L) 0.013 + 0.005 0.008 + 0.003 0.016 + 0.003 0.005 + 0.001" 0.025 + 0.006 0.006 + 0.002%% <0.001 <0.001

Body weight, intraabdominal fat, SBP, albuminuria, and hormone concentration in C, MS, Ovx C, and Ovx MS female rat groups, and C, MS, Cas C, and Cas
MS male rat groups. With the exception of the Ovx C vs Cas C in albuminuria and body weight, all groups showed significant difference between females and

males (P < .01). Values are means + SE.
Females:

* Body weight MS vs Ovx MS; P < .05.
 Intraabdominal fat C vs SM and MS vs Ovx MS; P < .05.
* SBP MS vs Ovx MS; P < .05.
§ Albuminuria MS vs Ovx MS; P < .05.
Il Serum testosterone MS vs Ovx MS; P < .05.
Males:

Al Body weight C and MS vs Cas C and Cas MS; P < .01.
# Intraabdominal fat C and Cas MS vs MS; P < .01.

** SBP C and Cas MS vs MS; P < .01.

" Albuminuria C and Cas MS vs MS; P < .01.

+

o Serum estradiol C and MS vs Cas C and Cas MS; P < .05.
% Serum testosterone C vs MS; P < .05.

Testosterone levels in C and MS female rats showed no
difference; but in Ovx MS, testosterone decreased in
comparison with Ovx C (P < .05).

In MS male rats, basal testosterone was lower than that in
C (P = .01). Estradiol levels in Cas C and Cas MS showed
significant increase in comparison with those in C and MS
(P <.01, Table 1).

3.6. Arachidonic acid

In kidney homogenate from C, MS, and Ovx C female
rats, the concentration of free AA was not significantly
different; but it decreased in the kidney homogenate from
Ovx MS in comparison with that from MS females (10.8 + 1
vs 14 + 0.8 nmol/mg protein, respectively; P = .03).

A decrease of AA was observed in the kidney
homogenate from MS male rats compared with that from
C males (23.2 + 1 vs 29.4 £ 2.3 nmol/mg protein,
respectively; P = .03). The concentration of AA increased
in Cas C (36 £ 2.5 nmol/mg protein) and Cas MS (32.7 +
1.3 nmol/mg protein) in comparison with that of C and MS
males (P = .001, Fig. 1).

3.7. Effect of AA on PP in female rat kidney

Perfusion pressure was measured in perfused isolated
kidneys from C, MS, Ovx C, and Ovx MS female rats, with
4 ug of AA, in the presence or absence of Indo, NS398, or
ozagrel. No difference in PP was found between C, MS, and
Ovx C groups (19.4 +4.1, 154 + 3.7, and 20.4 + 2 mm Hg,
respectively). Gonadectomy increased PP in Ovx MS rats
(31.7 £5.3 vs 15.4 £ 3.7 mm Hg, P = .02) in comparison

with that in intact MS (Fig. 2A). The perfusion of 4 ug of
AA plus 10 umol/L Indo decreased PP in kidney of Ovx
MS by 74% (P = .05), but did not modify PP in the kidney
from C, MS, and Ovx C rats, when compared with PP
without Indo.

Fig. 2A shows PP in the female rat groups, when 4 ug of
AA plus 10 umol/L of NS398 was perfused in the kidney
from Ovx MS rat. NS398 reduced the PP by 43% in
comparison with MS (P = .05). In the kidneys from C, MS,
and Ovx C rats, NS398 had no effect on PP. There was no
change between groups when AA was perfused in the
presence of 100 umol/L ozagrel.
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Fig. 1. Nonesterified AA concentration in the kidney homogenate of

experimental rat groups. C vs Cas C; P < .03 (*). In all the cases, the
difference between females and males was significant; P <.001. Values are
means + SE.
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Fig. 2. Renal PP in isolated kidney. The C, MS, Ovx C and Ovx MS female
rats (A) and C, MS, Cas C and Cas MS male rats (B) were perfused with 4 ug
of AA in the absence or the presence of inhibitors. Arachidonic acid 4 ug,
AA 4 pg plus 10 umol/L Indo, AA 4 ug plus 10 umol/L NS398, and AA
4 ug plus 100 umol/L ozagrel. Male: Cas C plus AA vs Cas C plus AA +
NS398 (*), SM vs Cas MS; P <.001 (**). When comparing female against
male rats, the only groups that showed significant differences were Ovx C vs
Cas C with ozagrel (P < .001) and MS female vs MS male with AA (P <
.01). Values are means + SE.

3.8. Effect of AA on PP in male rat kidney

The perfusion of 4 ug AA in MS males increased PP in
comparison with C rats (107.0 £ 10.0 vs 49.5 + 6.8 mm Hg,
respectively; P < .001). In Cas C rats, PP was not modified
(47.0 £ 8.2 mm Hg) in comparison with that in C; but in Cas
MS rats, PP diminished (59.8 = 11.1 vs 107.0 £ 10.0 mm Hg,
P <.001) in comparison with that in MS rats (Fig. 2B).

The perfusion of 4 ug AA plus 10 umol/L Indo decreased
PP in C rat kidney by 41% (P = .01) and by 89% in kidney

from MS rats (P <.001). However, the perfusion of Cas MS
rat kidneys with 4 ug AA plus Indo at the same concentration
only diminished it by 51% (P < .01), as in control animals.

The addition of 4 ug AA plus 10 umol/L NS398 or
100 umol/L ozagrel did not affect PP in C, Cas C, and Cas
MS; but PP in MS rat kidney was decreased by 66% and
39% in the presence of NS398 and ozagrel, respectively
(P < .001, Fig. 2B).

3.9. COX-1 and COX-2 expression

Kidney microsomes from Ovx MS female rats had greater
COX-1 protein expression than those from MS female rats
(P=.01, Fig. 3A). In male kidney microsomes from C, there
was a significantly lesser expression than that in MS. In Cas
MS males, a decrease in COX-1 protein expression was
observed in comparison with that from MS male rats (P =.03
and P = .01, respectively).

Cyclooxygenase-2 protein expression mostly showed a
similar trend to that of COX-1 (Fig. 3B).

Kidney microsomes from MS female rats had signifi-
cantly lesser COX-2 protein expression than those from
Ovx MS rats (P = .009). In the kidney microsomes from C
and Cas MS male rats, a decrease of COX-2 protein
expression was observed in comparison with that from MS
male rats (P = .02).

3.10. Levels of AA metabolites in kidney perfusate

Table 2 shows no difference in the levels of thromboxane
(TX) B, between C and MS in female kidney perfusate.
Gonadectomy increased it in MS (P = .01) but not in C.

In MS males, TXB, was significantly increased compared
with C male rats (P = .004), whereas castration decreased it
significantly in MS (P = .004) but did not affect it in C rats.

In the levels of prostaglandin (PG) E, and 6-keto-PGF,,
no significant difference was observed among any of the
female groups; but in MS male rats, PGE, was significantly
increased in comparison with that in C (P = .04). Castration
normalized the levels of PGE, in MS (P < .04), but did not
change those in C male rats, whereas 6-keto-PGF,, was not
changed in any of the groups of male rats.

3.11. Prostaglandin level in urine

The level of 6-keto-PGF, in urine from female rats did
not show significant differences in any of the groups; but in
MS males, it decreased compared with C and Cas MS (P <
.01, Fig. 4A).

The level of PGE, increased in Ovx MS vs MS females
(P = .04). In Cas MS and C male rats, the PGE, was
decreased in comparison with MS males (P = .04 and P =
.01, respectively; Fig. 4B).

In Ovx MS, TXB, levels increased significantly in
comparison with those from MS and Ovx C (P = .01). In
males, the highest level of TXB, was found in MS; and
castration reduced it to the level found in C (P <.01 and P =
.01, respectively; Fig. 4C).
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Fig. 3. Densitometric analysis of Western blots of COX-1 and COX-2
protein expression in kidney microsomes from female and male rats.
Cyclooxygenase-1 expression (A). When comparing female against male
rats, the only groups that showed significant difference were MS female vs
MS male (P < .05) and Ovx MS vs Cas MS (P < .001). Cyclooxygenase-2
expression (B). The comparison between female and male rats showed that
the groups significantly different were MS female vs MS male (P < .001)
and Ovx MS vs Cas MS (P < .01). Values are means + SE.

4. Discussion

The main purpose of this study was to determine the
effects of gonadectomy on AA metabolism of the isolated
perfused kidney in a rat model of MS.

The high-sucrose diet increased fat deposits in both male
and female rats, the effect being more pronounced in males.
In male MS rats, the increased intraabdominal fat was
associated with decreased serum testosterone levels, as has
also been reported in android obesity, inversely associated
with testosterone levels [29]. Moreover, castration of MS rats
diminished the intraabdominal fat proportion because
testosterone diminishes the activity of the hormone-sensitive
lipase in adipocytes and increases the proportion of corporal
fat and insulin resistance [30]. These observations suggest
that testosterone concentration is an important factor in the
development of MS associated with fat accumulation. In
female MS rats, the increased intraabdominal fat accumula-
tion by ovariectomy is associated with the loss of circulating
estradiol. In women, the loss of circulating estrogen after
menopause is associated with an increase in central body fat;
and this effect is attenuated by estrogen treatment [31].

Systolic blood pressure in MS male rats was observed to
be high after about 4 to 5 months of sucrose treatment, in
comparison with MS female rats, in which the increase took
place later [32]. In the present study, we observed a similar
tendency. The increase and decrease of SBP in Ovx MS
female and Cas MS male rats, respectively, suggest that sex
hormones are involved in the regulation of SBP in our
model; other investigators have observed that, in spontane-
ously hypertensive (SHR) rats, males have higher SBP than
females [33]. A significant decrease in serum testosterone
concentration was found in MS male rats when compared
with C males. This might be due to its high metabolism rate
resulting from the increased amount of intraabdominal fat in
MS males. The partial loss of testosterone in MS animals can
be associated with increased vasoconstriction and SBP, as
described elsewhere [34]. However, the total elimination of
testosterone from the circulation by castration improves
some variables found altered in MS male rats, such as high
SBP, fat accumulation, albuminuria, and COX expression,

Table 2
Levels of AA metabolites in perfusate from kidney
(ng/mL) Female rats Male rats

C MS Ovx C Ovx MS C MS Cas C Cas MS
TXB, 0.38 +0.13 0.40 + 0.05 0.45 +0.07 0.97 +0.23* 0.49 +0.14 1.48 +0.17F 0.46 +0.13 0.43 £0.18"
PGE, 0.49 + 0.04 0.42 +0.06 0.48 £0.11 0.78 +0.24 0.64 +£0.13 1.10 + 0.15* 0.66 +0.10 0.65 + 0.06*
6-keto-PGF,, 0.51+0.15 0.51 +0.08 0.38 +0.06 0.53+£0.21 0.62 +0.14 0.54 +0.10 0.55+0.17 0.30 +0.15

In Ovx MS female rats and MS male rats, TXB; is the metabolite that shows higher participation in vascular-renal vasoconstriction followed by PGE, in MS male
rats. Castration normalized it in Cas MS. Significant change was present in TXB, and PGE, in MS female vs MS male rats; P = .002. Values are means + SE.

* Female: MS vs Ovx MS, male: C and Cas MS vs MS; P < .01.
T Male: C and Cas MS vs MS; P = .004.
¥ Male: C and Cas MS vs MS; P = .04.
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Fig. 4. Levels of 6-keto-PGF,, PGE,, and TXB, in rat urine. 6-keto-PGF,,
(A). In all the cases, the difference between females and males was
significant (P < .01). Prostaglandin E, (B). With the exception of the MS
female vs MS male, all cases showed significant difference between females
and males (P < .001). Thromboxane B, (C). With the exception of MS
female vs MS male, all cases showed significant difference between females
and males (P < .01). Values are means + SE.

suggesting that there is a threshold of testosterone level for
the development of the MS in our animals. Besides, in Ovx
MS females, the lowest level of testosterone corresponds
with the highest BP. This supports the notion that there is a
threshold for testosterone to contribute to higher BP and
levels of albuminuria in Ovx MS females.

The increased levels of estradiol in both Cas C and MS
males can be explained by extragonadal aromatization in
adrenal glands and adipose tissue, as suggested by several
authors [35,36].

The larger vasoconstriction found in kidneys from MS
males and attributed to the altered AA metabolism, mediated
by the COX pathway, may be associated with the
concentration of testosterone. This proposal is supported
by work which demonstrated that testosterone is essential for
the development of endothelial dysfunction and hyperten-
sion, secondary to insulin resistance, suggesting a facilitating
role for testosterone in increasing SBP in fructose-fed male
rats [37].

Estradiol can decrease the synthesis and release of
vasoconstrictor prostaglandins [38,39], whereas testoster-
one has an opposite effect [40]. Androgens are necessary
for the development of hypertension induced by fructose
diet in male rats because testosterone can regulate the
thromboxane pathway, stimulating thromboxane synthase
[41,42]. A testosterone threshold level may be necessary to
manifest the vasoconstrictor effect of thromboxane in MS
male rats. The decrease of SBP in Cas MS male rats and
its increase in Ovx MS female rats suggest effects of sex
hormones on prostanoid-potentiated vascular contraction
[43]. Testosterone can indirectly stimulate sodium reab-
sorption via the proximal kidney tubule [44] and also via
components of the RAS [45], influencing increase of SBP
and thus contributing to renal failure. Estradiol can down-
regulate the RAS [18,46-48].

The high-fructose or high-sucrose diet—induced high SBP
in animal models of MS is associated with renal damage
[21]; obesity may also contribute to nephropathy [49].

Proteinuria is an early predictor of rapid progression of
renal damage [50]. Our results show that sucrose intake
increases albuminuria in male but not in female rats.

The rate of progression of renal disease evidenced by the
decline in renal function, increase of glomerular permeabi-
lity, proteinuria, and glomerulosclerosis [51] appears more
rapidly in men than in women [52]. Androgens may mediate
sex differences in renal hemodynamics, SBP regulation, and
proteinuria in male SHR; nevertheless, castration preserves
renal function [33] and reduces proteinuria [53]. Fortepiani
et al [54] investigated renal failure in SHR, caused by aging
and androgen suppression, demonstrating that castration
improves glomerular filtration, renal-vascular resistance, and
proteinuria. The increased albuminuria in Ovx MS female
rats and MS male rats, respectively, in comparison with their
controls, and its decrease in Cas MS male rats suggest that
albuminuria is BP-related and that sex hormones may
modulate kidney failure in our MS model.

In kidney from MS males, but not in that from MS female
rats, AA perfusion produced an increment in PP in
comparison with that in C rats, whereas Indo inhibited it to
a large extent. This indicates that AA metabolites, released
through COX isoform pathways, contribute to increased
vasoconstriction in the MS male. The attenuation by NS398
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of increased PP induced by AA alone in MS male rats vs C
suggests that COX-2 participates in the regulation.

The suppression of sex hormones by gonadectomy
reduced or increased PP in kidneys in Cas MS and Ovx
MS rats, respectively; and the difference in PP registered in
kidneys from MS was larger than that in Cas MS male rats.
Consequently, testosterone and estradiol may participate in
the regulation of this metabolic pathway [18,41]. Ozagrel
attenuated PP increase by AA in MS male rats; this
indicated that COX-2 isoform/thromboxane pathways are
up-regulated by a decrease in testosterone levels in MS
males, but not in MS females. In experimental models of
hypertension and MS induced by fructose, it was found that
vascular production of TXA,, a product of COX isoforms
[55], is increased [41]. In Cas MS male rats, PP did not
change significantly in the presence of ozagrel, but did so
with Indo and NS398; this suggested that the total
suppression of testosterone by castration could modify the
thromboxane pathway.

In gonadectomized fructose-fed male rats, TXA, concen-
tration decreases in comparison with that in sham-operated
rats [56]. A study in diabetic patients treated with ozagrel
showed a decreased urinary albumin excretion, indicating
that there is TXA, participation in renal failure [57].
Furthermore, PGE, and TXA, induce transcription of type
IV collagen, laminin, and fibronectin [58] in the glomerular
basement membrane, which are involved in renal damage
[52,59]. In addition, testosterone induces increases in PGE,
and TXA, [53,60]. Dyslipidemia associated with renal
failure may also contribute to its progression [61].

There is a relationship between lipid reduction and both
the preservation of normal glomerular filtration and the
absence of proteinuria [62].

In our MS,; there is hypertriglyceridemia, intraabdominal
fat, and an increase of all circulating free fatty acids [28]
except for free AA, whose concentration was reduced, which
may contribute to renal failure. The concentration of
nonesterified AA in kidney homogenate was also found to
be decreased in MS males vs C [28,63]. The reduction in
nonesterified AA biosynthesis could be a determining factor
that may account for altered synthesis of the derived
prostaglandins, and also the increase of SBP and albuminuria
in MS [63,64].

Castration increased the concentration of nonesterified
AA in both Cas MS and Cas C male rats in comparison
with C and MS males. In MS female rats, ovariectomy
decreased nonesterified AA in comparison with MS female
rats. The effect of ovariectomy on AA concentration may be
due to the lack of estradiol, which increases phospholipase
A, activity, a key enzyme for AA release from membrane
phospholipids [65,66].

The increment in the expressions of kidney COX-1 and
COX-2 in both Ovx MS females and MS males, and the
decrease in the expressions in Cas MS male rats in
comparison with controls, respectively, may contribute to
the changes observed in the amount of nonesterified AA.

In Cas C and Cas MS male rats, the increment of
nonesterified AA in kidney homogenate is probably due to
the decrease in the expression of COX isoforms, resulting in
AA accumulation in the cellular membrane phospholipids
(analysis not performed in this study).

The interstitial cells located in the renal medulla present
abundant vacuoles, rich in polyunsaturated fatty acids,
among them AA [13]. The transplant of renal medulla, but
not of cortex, reduces the SBP in hypertensive animals [67].

Gonadectomy in MS males vs MS intact males
decreased COX-1 and COX-2 expressions, which are
related to a decrement in the TXB, (stable metabolite of
TXA,) and PGE, in kidney perfusate. The overexpression
of COX-1 and COX-2 in MS males is associated with
significant increases of both TXB, and PGE, in the kidney
perfusate. In addition, TXB, increased by 200% whereas
PGE, only increased by 57%, suggesting that TXB,
participates more than PGE, in our MS male model. In
the MS female group, gonadectomy significantly increased
the overexpression of COX isoforms, which was associated
with a significant increase in TXB, by 142%; PGE, tended
to increase without reaching significant difference. These
results suggest that the lack of estradiol due to ovariectomy
and the reduced levels of testosterone by extragonadal
biosynthesis in adipose tissue, as previously described [22],
in Ovx MS can modulate the metabolism of AA toward the
biosynthesis of TXB, rather than of PGE,. PGE, and TXB,
in the renal medulla cells [68], which are involved in renal
hemodynamics, participate in the regulation of the vascular
tone and in the balance of water, salt, and renin [50,55].
There is an inverse association of COX-1 metabolite
(6-keto-PGF,) [69] with the decrease of SBP and renal
damage in experimental fructose-fed models [19,60,70].

Our results show a decrease of 6-keto-PGF,,, in urine of
MS males in comparison with C and Cas MS male rats, but
without change in kidney perfusate. The change in
concentration of urine 6-keto-PGF;, may be due to altered
systemic metabolism in the MS male model.

However, it has been described that postmenopausal
women undergoing estrogen replacement therapy have
elevated urinary levels of TXA, and prostacyclin [43]. Our
results show that, with the exception of intact MS females, in
comparison with intact MS males, the concentrations of
PGE, and TXB, were significantly increased in all female
animals vs all male animals in urine but not in kidney
perfusate; this variation in prostaglandin concentration may
be due to an effect of estrogens on the systemic metabolism
in female rats.

The estrogen effect of increased TXB,-induced vasocon-
striction in females has not been explained. However, the
results suggest that TXB, does not have such effect in female
rats when estrogens are present; but when they are eliminated
by ovariectomy, it may exercise its vasoconstrictor effect.
Vascular TXA, production has been described as important
only in pathophysiologic states such as hypertension in
males, but not under normal conditions or in females [43,71].
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The results suggest that COX isoform pathways are
altered and shift toward an increase of TXB, and PGE, in
MS male rats; sex hormones can modulate them, thus
improving renal function [6,60].

On the other hand, AA can be metabolized through
different pathways, that is, those of lipoxygenase and
cytochrome P-450, to produce other prostanoids like 12-,
15-, 20-HETEs and EETs, which may participate in inducing
renal damage in MS. Sex differences may regulate the
expression of CYP and derived metabolites, associated with
renal failure in rodent models [72,73]. This suggestion needs
further investigation [12,68,73,74].

We have evaluated aortic reactivity in a variety of male
and female rats: intact, castrated, and castrated with
replacement of testosterone and estradiol, in control and
MS, including the effect on them of Indo in the
preparations. The results indicate significantly beneficial
effects caused by the presence of estradiol and by the
absence of testosterone. Participation of the COX pathway
metabolites is evidenced [23,24].

In conclusion, the results suggest that there is a close
association between MS and renal dysfunction, mediated by
alteration of the AA metabolism through the COX pathway
and influenced by sex hormones. In MS female rats,
gonadectomy indicates a protective effect by estrogens
against the increase of PP and COX isoform expression. In
MS male rats, a threshold level of testosterone is required to
develop the MS. The absence of testosterone in MS male rats
modifies this alteration with a protective effect, decreasing
PP and COX isoform expression and contributing to improve
renal function.
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