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Papel de los productos de glicosilaci�on
avanzada en la supresi�on inducida por
aminoguanidina en un modelo de hiperplasia
intimal venosa en ratas diab�eticas
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La hiperplasia intimal es uno de los principales procesos patol�ogicos involucrados en el fracaso

del implante de injertos venosos en pacientes con diabetes mellitus. En el presente estudio, pro-

bamos la hip�otesis de que en la diabetes inducida por estreptozotocina el efecto supresor de la

aminoguanidina sobre la hiperplasia intimal est�a mediado por la expresi�on regulada a la baja de

los productos finales de glicosilaci�on avanzada (advanced glycation end products [AGE]) y su

receptor (RAGE). Para inducir la hiperplasia intimal, se implant�o un injerto aut�ologo de vena

yugular externa en la aorta abdominal infrarrenal de 52 ratas macho Sprague-Dawley. En ratas

diab�eticas, se administr�o agua destilada con o sin aminoguanidina, mientras que en no

diab�eticas s�olo se administr�o agua destilada. Los injertos venosos se recuperaron a las 1 y 4

semanas despu�es de la cirug�ıa para un an�alisis morfol�ogico y un an�alisis semicuantitativo

mediante reacci�on en cadena de la polimerasa retrotranscriptasa para RAGE y la subunidad p65

del factor nuclear kappaB (NF-kappaB). Mediante fluoroespectrofotometr�ıa se determin�o la

concentraci�on s�erica de AGE. Comparado con ratas no diab�eticas, en animales diab�eticos que

recibieron agua destilada la concentraci�on s�erica de AGE aument�o significativamente. En el

injerto venoso se identific�o un aumento significativo de la expresi�on de RAGE y de p65 de

NF-kappaB, cociente de �area intimal:medial, y porcentaje de c�elulas positivas al ant�ıgeno de

proliferaci�on nuclear celular (PCNA). En ratas diab�eticas tratadas con aminoguanidina, la

concentraci�on s�erica de AGE, la expresi�on de p65 de NF-kappaB, cociente �area intimal:medial y

porcentaje de c�elulas PCNA positivas disminuyeron significativamente. Sin embargo, en estos

animales no se identific�o una diferencia en la expresi�on de RAGE comparado con el grupo

diab�etico que recibi�o agua destilada. Los datos del presente estudio sugieren que los AGE y su

receptor (RAGE) podr�ıan desempeñar un papel clave en la hiperplasia intimal venosa en la

diabetes mellitus y la hiperplasia intimal suprimida por aminoguanidina a trav�es de la inhibici�on

de esta v�ıa.

INTRODUCCI �ON

El conducto m�as habitualmente usado en los proce-

dimientos quir�urgicos para tratar la coronariopat�ıa y

la arteriopat�ıa perif�erica sigue siendo la vena

aut�ologa. Aunque los injertos venosos son satisfac-

torios para aliviar los s�ıntomas en pacientes que

experimentan arteriopat�ıa isqu�emica grave, la per-

meabilidad a largo plazo sigue siendo un problema

cr�ıtico. En conjunto, se ocluyen un 12-20% de los

injertos venosos al año y un 30% a los 2 años1. Al

cabo de 5 años, se ocluyen el 37-62% de los bypass
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venosos y que requieren una revisi�on2,3. En el fra-

caso del injerto venoso participan tres procesos

diferentes: trombosis, hiperplasia intimal y ateros-

clerosis acelerada. El fracaso agudo de un injerto

venoso se debe principalmente a la trombosis

mientras que el tard�ıo se asocia con aterosclerosis

progresiva del injerto4. La progresi�on de la hiper-

plasia intimal, que se caracteriza por la proliferaci�on

y migraci�on de las c�elulas musculares lisas vascula-

res (CMLV) desde lamedia a la�ıntima, es un proceso

importante en el mecanismo del fracaso del injerto

venoso5,6.

La diabetes mellitus se asocia con aterosclerosis y

no s�olo es un factor de riesgo, sino que tambi�en se

asocia con una peor evoluci�on cuando en la

reconstrucci�on coronaria7 e infragenicular8 se uti-

liza un injerto prot�esico de vena safena. El hecho de

que en un elevado n�umero de ensayos cl�ınicos no se

haya podido demostrar una disminuci�on significa-

tiva de la progresi�on de la enfermedad cardio-

vascular con un control estricto de la glucemia9

indica que las interacciones entre la diabetes y la

vascularizaci�on son complejas y que, adem�as de la

glucemia, participan otros factores.

El receptor de los productos finales de glicosilaci�on

avanzada (advanced glycation end products [AGE])

(RAGE) es un receptor multiligando de la superficie

celular que pertenece a la superfamilia de inmuno-

globulinas demol�eculas de la superficie celular10. Los

productosfinalesde glicosilaci�onavanzada (AGE) son

unos de los ligandos m�as importantes de RAGE. La

participaci�on de RAGE por los AGE puede inducir

estr�es oxidativo celular, activar el factor nuclear de

transcripci�on kappaB (NF-kappaB) y dar lugar a una

lesi�on del vaso11. El objetivo del presente estudio fue

examinar el papel del sistema AGE-RAGE en la

hiperplasia intimal del injerto venoso entre ratas

diab�eticas.

MATERIALES Y M�ETODOS

A partir del centro de animales de laboratorio de la

China Medical University, se obtuvieron 60 ratas

macho Sprague-Dawley (peso corporal 180-220 g).

Todos los animales se mantuvieron en un ciclo

de luz/oscuridad (12/12 h) con una temperatura de

24 �C. Todos los procedimientos se efectuaron de

acuerdo con los protocolos aprobados por los comit�es

apropiados de investigaci�on y cumplieron con las

directrices chinas de experimentos en animales.

Animales diab�eticos

Un grupo de 40 ratas recibi�o una inyecci�on intrape-

ritoneal de 60 mg/kg de estreptozotocina (STZ;

Sigma Chemical Co., St. Louis, Estados Unidos)

disuelta en 0,1 mol/l de un tamp�on citrato, reci�en

preparado (pH 4,5) inmediatamente antes de la

administraci�on. A las 48 h de la inyecci�on, se obtuvo

unamuestra de sangre a partir de las venas de la cola

y se determin�o la glucemia con un sistema de

monitorizaci�on de la glucosa sangu�ınea THE

Accu-Chek (Roche Diagnostics, Palo Alto, Estados

Unidos) para garantizar la inducci�on de diabetes

(concentraci�on sangu�ınea de glucosa en ayu-

nas� 16,7 mmol/l). En 32 ratas se indujo satisfac-

toriamente diabetes. Las de control s�olo recibieron

una inyecci�on del tamp�on citrato de 0,1 mol/l

(n¼ 20). Las ratas diab�eticas fueron asignadas

aleatoriamente a agua de bebida que conten�ıa un

1% de aminoguanidina (AG, Sigma) en agua desti-

lada (n¼ 16) o veh�ıculo (n¼ 16). Las ratas de con-

trol s�olo bebieron agua destilada.

Modelo de hiperplasia intimal venosa en

ratas

Despu�es de 2 semanas, al igual que en las publicacio-

nes previas12,13, se desarroll�o un modelo de hiper-

plasia intimal del injerto venoso en el que utiliz�o un

injerto aut�ologo de vena yugular externa inter-

puesto en la aorta abdominal infrarrenal mediante

anastomosis terminoterminal. Brevemente, las ratas

se anestesiaron con pentobarbital s�odico en dosis de

30 mg/kg por v�ıa intraperitoneal en suero salino al

0,9%. Mediante una sutura 11/0 se injert�o un

segmento de vena yugular externa izquierda

(w0,8 cm) en la aorta abdominal infrarrenal (Sur-

gical Instrument Manufactory, Ningbo, China) con

microscopio de disecci�on (SXP-1B; Medical Optical

Instrument Manufactory, Shangh�ai, China). En

cada extremo se requirieron 10-12 suturas inte-

rrumpidas. La aorta se clamp�o durante unamedia de

60 min. El campo operatorio se irrig�o durante la

intervenci�on con suero salino y penicilina antes de

cerrar el m�usculo y la piel.

Obtenci�on de tejido

Se obtuvieron los injertos venosos de las ratas

diab�eticas que bebieron AG o agua destilada a las 1

(n¼ 8) y 4 (n¼ 8) semanas despu�es de la cirug�ıa.

Los injertos venosos de las ratas de control se obtu-

vieron a las 1 (n¼ 10) y 4 (n¼ 10) semanas despu�es

de la cirug�ıa. Cada muestra se dividi�o en dos partes

desde el centro, la mitad proximal para las evalua-

ciones morfol�ogicas y la mitad distal para el an�alisis

con reacci�on en cadena de la polimerasa retro-

transcriptasa (RCP-RT). Antes de sacrificar a los

animales, se obtuvo una muestra de 1 ml de sangre
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perif�erica a partir de la aur�ıcula derecha para el

an�alisis de los valores s�ericos de AGE.

An�alisis de los valores s�ericos de AGE

Tras centrifugaci�on, se obtuvieron 0,2 ml de suero

que se diluyeron en 2 ml de agua destilada. La

concentraci�on s�erica de AGE se determin�omediante

fluoroespectrofotometr�ıa. El nivel de prote�ına se

determin�o mediante el m�etodo de Coomassie del

azul brillante. La longitud onda de la luz de

excitaci�on y de la luz de emisi�on fue de 370 y

440 nm, respectivamente. El valor de AGE se

expres�o en unidades por mg de prote�ına.

Tinci�on histol�ogica e

inmunohistoqu�ımica

De la mitad proximal se obtuvieron cortes consecu-

tivos de 5 mm que se fijaron en parafina. Cada 100

mm, se obtuvieron ocho secciones adyacentes en

tres puntos diferentes que se tiñeron con (1) hema-

toxilina y eosina (HE), (2) tinci�on de fibras el�asticas

de Verhoeff, (3) anticuerpo anti-RAGE, (4) anti-NK-

kappaB p65, (5) anti-ant�ıgeno de la proliferaci�on

nuclear celular (PCNA) y (6-8) anticuerpo de con-

trol. La tinci�on HE y de fibras el�asticas de Verhoeff

se efectu�o sistem�aticamente. Se calcularon las �areas

intimal y medial mediante un an�alisis mofrom�etrico

cuantitativo con un programa inform�atico de dibujo

(Meta Morph BX41; Olympus, Tokio, Jap�on). Se

calcul�o el cociente �area intimal:medial.

Para el procedimiento de tinci�on inmunohisto-

qu�ımica se rehidrataron los cortes, se trataron con

un 3% de per�oxido de hidr�ogeno, se bloquearon

con un 5% de suero de burro y se incubaron con

un anticuerpo policlonal generado en cabra anti-

RAGE de rata (diluci�on 1:100; Santa Cruz Biotech-

nology, Santa Cruz, Estados Unidos) durante toda

la noche a 4 �C. Despu�es de un lavado con suero

salino neutralizado en fosfato, la secci�on se incub�o

con una diluci�on de 1:300 de anticuerpos generados

en cabra/burro conjugada con peroxidasa (Zymed,

San Francisco, Estados Unidos) durante 30 min. Por

�ultimo, las secciones se revelaron usando hidro-

cloruro de diaminobencidina y se contratiñeron con

hematoxilina. Se incubaron portas de control

negativo con inmunoglobulina G emparejada por

isotipo como sustituci�on del anticuerpo primario.

Para la tinci�on de p65 NK-kappaB y de PCNA, el

procedimiento fue similar al mencionado previa-

mente (ambos anticuerpos se adquirieron a partir de

Santa Cruz Biotechnology). Algunas secciones se

pretrataron a temperaturas altas como una t�ecnica

de ant�ıgeno desenmascarado antes de su tinci�on. La

evaluaci�on cuantitativa se efectu�o con un aumento

de x 400. Se efectu�o un recuento de las c�elulas con

tinci�on positiva en la neo�ıntima, y se calcul�o el

porcentaje de dichas c�elulas en cada uno de los tres

segmentos diferentes del injerto venoso.

RCP-RT

El ARN total se aisl�o a partir de los tejidos del injerto

venoso utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen,

Carlsbad, Estados Unidos) despu�es de homogeneizar

los tejidos con ultrasonidos (JY92-II; Surgical Instru-

ment Manufactory, Ningbo, China). Se efectuaron

extracciones con cloroformo, lavados y precipitacio-

nes. La pureza y el rendimiento se determin�o

mediante espectrofotometr�ıa (F-3000; Hitachi,

Tokio, Jap�on). Acto seguido, se us�o 1,0 mg de ARN

total para la obtenci�on de ADN complementario

(ADNc) con oligo-dT y Superscript II RT (ambos de

Invitrogen) a 42 �C durante 50 min. Las secuencias

de los cebadores fueron designadas mediante el

programa Primer Premier 5.0 (correspondiente a

GenBank) y sintetizadas por Shanghai Sangon

Biological Engineering Technology & Services

(Shangh�ai, China): RAGE 50-ATGAGCAGAGC

GGCTATTCC-30(sentido, 50-CACGCTTCGGTCAG

AGCTCA-30(antisentido); NF-kB p65 50-CAATGGA

CCAACTGAACCC-30(sentido), 50-TCCGCAATGGA

GGAGAA-30 (antisentido). Como referencia para la

cuantificaci�on de ARNm de RAGE y de p65 NF-

kappaB se amplific�o la gliceraldeh�ıdo-3-fosfato

deshidrogenasa (GAPDH) (50-GAGCTGAACGGGA

AACTCAC-30 sentido, 50-GGTCTGGGATGGAAA

CTGTG-30antisentido). El material sometido a

transcripci�on inversa (2 ml) se amplific�o con ceba-

dores sentido y antisentido, trifosfatos desoxinu-

cle�otido, soluci�on tamp�on y taq DNA polimerasa

(Invitrogen). Las muestras se sometieron a 32 ciclos

para RAGE y a 30 ciclos para p65 NF-kappaB y

GAPDH de amplificaci�on en un termociclador. Un

ciclo se defini�o como 94 �C durante 30 s, 55 �C

durante 30 s y 72 �C durante un minuto, con 72 �C

durante 10 min despu�es de todos los ciclos. Los

transcritos amplificados se visualizaron en geles de

agarosa al 1,5% y tinci�on de bromuro de etidio. Se

observaron los productos de amplificaci�on

espec�ıficos de los tamaños esperados (513 bp para

RAGE, 657 bp para p65 NF-kappaB, y 476 bp

para GAPDH). Las intensidades relativas de las

bandas de inter�es se analizaron con el programa

TotalLab versi�on 1.11 (Nonlinear Dynamics, New-

castle upon Tyne, Reino Unido). Los resultados

se expresaron como cocientes de ARNm de RAGE

o de p65 NF-kappaB con respecto a ARNm de

GAPDH.
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An�alisis estad�ıstico

Los datos se expresaron como medias ± desviaci�on

est�andar (DE). Las medias de los diferentes grupos

se compararon con un an�alisis de la varianza seguido

de una prueba de Newman-Keuls. Se consider�o

estad�ısticamente significativo un valor de p< 0,05.

RESULTADOS

Concentraci�on s�erica de AGE

Tras un tiempo de implantaci�on del injerto de 1 y 4

semanas, la concentraci�on s�erica de AGE de ratas

diab�eticas que bebieron agua destilada aument�o sig-

nificativamente comparado con los animales que

bebieron AG (p¼ 0,000, una semana; p¼ 0,000, 4

semanas). No obstante, no hubo diferencias signifi-

cativas entre ratas diab�eticas que bebieron AG y

animales de control (p¼ 0,183, una semana;

p¼ 0,727, 4 semanas) (fig. 1).

Progresi�on de las lesiones de hiperplasia

intimal

En todos los injertos venosos estaban presentes

lesiones de hiperplasia intimal. A las 1 y 4 semanas

de la cirug�ıa, en ratas diab�eticas que bebieron agua

destilada el cociente �area�ıntima:media fue significa-

tivamente mayor que en ratas no diab�eticas

(p¼ 0,015, una semana; p¼ 0,001, 4 semanas). Es

interesante destacar que, en ratas diab�eticas que

bebieron AG, fue significativamente menor que en

las diab�eticas que bebieron agua destilada

(p¼ 0,047, una semana; p¼ 0,004, 4 semanas). Se

obtuvieron resultados similares para el porcentaje

de c�elulas PCNA positivas entre ambos grupos

(tabla I y figs. 2-4).

Expresi�on de RAGE y p65 de NF-kappaB

en las lesiones de hiperplasia intimal

Con la tinci�on inmunohistoqu�ımica se detectaron

RAGEyp65 deNF-kappaBen todos los injertos veno-

sos. Una semana despu�es de la cirug�ıa, en ratas

diab�eticas que bebieron AG o agua destilada el por-

centaje de c�elulas RAGE positivas aument�o significa-

tivamente comparado con animales no diab�eticos

(p¼ 0,000, AG frente a control; p¼ 0,000, agua

destilada frente al control). A las 4 semanas de la

cirug�ıa, se obtuvieron resultados similares (p¼ 0,000,

AG frente a control; p¼ 0,000, agua destilada frente a

control). No obstante, no hubo diferencias significa-

tivas entre ratas diab�eticas que bebieron AG o agua

destilada en el porcentaje de c�elulas RAGE positivas

(p¼ 0,570, una semana; p¼ 0,575, 4 semanas).

Despu�es de la primera y a las 4 semanas de la cirug�ıa,

el porcentaje de c�elulas p65 NF-kappaB positivas en

ratas diab�eticas que bebieron AG disminuy�o signifi-

cativamente comparado con diab�eticas que bebieron

agua destilada (p¼ 0,007, una semana; p¼ 0,003, 4

semanas) y no se identific�o una diferencia comparado

con animales no diab�eticos (p¼ 0,494, una semana;

p¼ 0,163, 4 semanas) (tabla II, figs. 5-10). La

expresi�on deRAGEy p65NF-kappaB coincidi�o con la

detecci�on de ARNmmediante RCP-RT (figs. 11 y 12).

DISCUSI �ON

La cardiopat�ıa coronaria ateroscler�otica y la ateros-

clerosis de las extremidades inferiores son enferme-

dades cr�ıticas en la poblaci�on de edad avanzada. Uno

de los tratamientos m�as efectivos en estos pacientes

es el uso de injertos venosos como conductos de

bypass. No obstante, la hiperplasia intimal, una

respuesta biol�ogica habitual de la pared venosa tras

su implantaci�on en la circulaci�on arterial, a menudo

desencadena su fracaso. Por esta raz�on, la permea-

bilidad a largo plazo del injerto es limitada. En esta

lesi�on patol�ogica participan muchos componentes,

incluida la proliferaci�on ymigraci�on de las CMLV, el

reclutamiento de las c�elulas inflamatorias, la

Fig. 1. Concentraci�on s�erica de productos finales de

glicosilaci�on avanzada (advanced glycation end products

[AGE]) en ratas de los tres grupos (media ± DE). Com-

parado con ratas que bebieron aminoguanidina (AG) y

animales de control, la concentraci�on s�erica de AGE en

ratas diab�eticas que bebieron agua destilada aument�o

significativamente a 1 y 4 semanas (p< 0,05). No hubo

diferencias significativas entre ratas diab�eticas que

bebieron AG y animales de control (p> 0,05). 1: ratas

que bebieron AG; 2: ratas diab�eticas que bebieron agua

destilada; 3: animales de control. 1 week: una semana; 4

weeks: 4 semanas; Levels of serum AGE of rats:

concetraci�on s�erica de AGE en ratas; Levels of serum AGE

(U/mgpr): concentraci�on s�erica de AGE (U/mg).
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apoptosis y los fen�omenos de adhesi�on y agregaci�on

plaquetaria. Se han examinado diversas estrategias

terap�euticas para reducir estos procesos, pero en

ninguno de los ensayos efectuados hasta la fecha se

ha demostrado su valor cl�ınico.

Es bien conocido que la morbilidad y mortalidad

de la diabetes se deben a la gravedad de las compli-

caciones tanto macro como microvasculares. La

enfermedad acelera la aterog�enesis, y predispone

al infarto de miocardio y el ictus14-16. Es indispen-

sable un control estricto de la glucosa. Es interesante

destacar que el control exclusivo de la glucemia no

mejora la enfermedad cardiovascular diab�etica9.

Recientemente, se ha demostrado el papel con-

tribuidor del sistema AGE-RAGE en el desarrollo de

complicaciones vasculares. En los estados

diab�eticos, se sabe que los AGE se acumulan a un

ritmo muy acelerado tanto en diversos tejidos como

en la circulaci�on y se han implicado en el desarrollo

de dichas complicaciones.

Es probable que en la disfunci�on tisular inducida

por AGE participen mecanismos dependientes del

receptor. El RAGE pertenece a la superfamilia de

inmunoglobulinas de las mol�eculas de superficie

celular. Puede reconocer m�ultiples clases de

Tabla I. Resultados de la progresi�on de la lesi�on de hiperplasia intimal del injerto venoso en los tres

grupos (media ± DE)

Cociente �area intima:media C�elulas PCNA positivas (%)

Grupo n 1 semana 4 semanas 1 semana 4 semanas

AG 8 0,90 ± 0,23* 1,71 ± 0,45* 19,3 ± 6,2* 23,7 ± 6,3*

Agua destilada 8 1,11 ± 0,23 2,30 ± 0,48 25,4 ± 6,9 29,6 ± 6,2

Control 10 0,84 ± 0,23* 1,63 ± 0,30* 17,6 ± 4,9* 22,6 ± 4,1*

Comparado con ratas diab�eticas que bebieron agua destilada, el cociente del �area �ıntima:media y el porcentaje de c�elulas PCNA-

positivas de los animales diab�eticos que bebieron AG y del grupo de control disminuyeron significativamente a 1 y 4 semanas

(*p< 0,05). AG: aminoguanidina; PCNA: ant�ıgeno de la proliferaci�on nuclear celular.

Fig. 2. Tinci�on inmunohistoqu�ımica: c�elulas PCNA-

positivas del injerto venoso en el grupo que bebi�o AG 4

semanas despu�es de la cirug�ıa (SP x 400).

Fig. 3. Tinci�on inmunohistoqu�ımica: c�elulas PCNA-

positivas del injerto venoso en el grupo que bebi�o agua

destilada 4 semanas despu�es de la cirug�ıa (SP x 400).

Fig. 4. Tinci�on inmunohistoqu�ımica: c�elulas PCNA

positivas del injerto venoso en el grupo control despu�es

de la cirug�ıa (SP x 400).
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ligandos, como los AGE, S100/calgranulinas, anfo-

terina, p�eptido beta-amiloide, y fibrillas betaplega-

das, lo que sugiere que, en los tejidos, los efectos

RAGE-dependientes pueden ser diversos. Sin

embargo, se cree que el m�as importante es la

transducci�on de señales desencadenada por el

Tabla II. Resultados inmunohistoqu�ımicos de la expresi�on de prote�ına de RAGE y de p65 NF-kappaB en

los tres grupos (media ± DE, %)

RAGE NF-kB p65

Grupo n 1 semana 4 semanas 1 semana 4 semanas

AG 8 18,9 ± 4,6a 22,7 ± 5,5a 23,7 ± 5,7b 24,6 ± 6,0b

Agua destilada 8 19,9 ± 4,8a 23,9 ± 5,8a 31,8 ± 7,7 34,8 ± 8,4

Control 10 5,0 ± 1,2 8,0 ± 1,8 21,7 ± 5,3b 20,2 ± 6,0b

Comparado con ratas no diab�eticas del grupo de control, la expresi�on de RAGE de ratas diab�eticas aument�o significativamente a la 1 y 4

semanas (ap< 0,05). Comparado con ratas diab�eticas que bebieron AG y animales de control, en ratas diab�eticas que bebieron agua

destilada la expresi�on de p65 NF-kappaB aument�o significativamente a 1 y 4 semanas (bp< 0,05). AG: aminoguanidina; RAGE:

receptor de AGE (productos finales de glicosilaci�on avanzada [advanced glycation end products]).

Fig. 5. Tinci�on inmunohistoqu�ımica: c�elulas RAGE

positivas del injerto venoso en el grupo que bebi�o AG 4

semanas despu�es de la cirug�ıa (SP x 400).

Fig. 6. Tinci�on inmunohistoqu�ımica: c�elulas RAGE

positivas del injerto venoso en el grupo que bebi�o agua

destilada 4 semanas despu�es de la cirug�ıa (SP x 400).

Fig. 7. Tinci�on inmunohistoqu�ımica: c�elulas RAGE-

positivas del injerto venoso en el grupo de control 4

semanas despu�es de la cirug�ıa (SP x 400).

Fig. 8. Tinci�on inmunohistoqu�ımica: c�elulas NF-kappaB

positivas del injerto venoso en el grupo que bebi�o AG 4

semanas despu�es de la cirug�ıa (SP x 400).

Vol. 23, N.º 2, 2009 Productos de glicosilaci�on avanzada en la supresi�on inducida por aminoguanidina 275



dominio para propagar respuestas inmunes/infla-

matorias17-19. Una vez se forman los AGE, la

interacci�on con RAGE desencadena la generaci�on

de citocinas proinflamatorias, mol�eculas de

adhesi�on y quimiocinas. La atracci�on de las c�elulas

inflamatorias, como leucocitos polimorfonucleares,

fagocitos mononucleares y linfocitos T, en los tejidos

proporciona un mecanismo para mantener la res-

puesta inflamatoria. En este proceso, la activaci�on

de NF-kappaB es la v�ıa m�as importante de

transmisi�on de señales20. Este factor desempeña un

importante papel en la transcripci�on de una diver-

sidad de genes, sobre todo los relacionados con la

inflamaci�on. Adem�as, su activaci�on tambi�en se

asocia con la proliferaci�on ymigraci�on de CMLV. De

hecho, este factor activado est�a presente en lesiones

ateroscler�oticas humanas, incluidas las c�elulas

musculares lisas vasculares, macr�ofagos y c�elulas

endoteliales, mientras que no se detecta en arterias

sanas21,22. En un estudio previo se demostr�o que la

inhibici�on de este factor mediante transferencia de

IkappaB (una subunidad inhibidora de NF-kappaB)

no s�olo bloque�o la proliferaci�on de CMLV sino

tambi�en la migraci�on y adhesi�on de aquellas en

Fig. 9. Tinci�on inmunohistoqu�ımica: c�elulas NF-kappaB

positivas del injerto venoso en el grupo que bebi�o agua

destilada 4 semanas despu�es de la cirug�ıa (SP x 400).

Fig. 10. Tinci�on inmunohistoqu�ımica: c�elulas NF-

kappaB positivas del injerto venoso en el grupo de

control 4 semanas despu�es de la cirug�ıa (SP x 400).

Fig. 11. Resultados de la expresi�on de ARNm de RAGE y

p65 de NF-kappaB de ratas de los tres grupos

(media ± DE). Comparado con ratas no diab�eticas del

grupo control, en animales diab�eticos la expresi�on de

ARNm de RAGE aument�o significativamente a 1 y 4

semanas (p< 0,05). Comparado con ratas que bebieron

aminoguanidina (AG) y animales de control, la expresi�on

de ARNm de p65 de NF-kappaB de ratas diab�eticas que

bebieron agua destilada aument�o significativamente a 1 y

4 semanas (p< 0,05). 1: ratas que bebieron AG; 2: ratas

diab�eticas que bebieron agua destilada; 3: animales con-

trol. 1 week: una semana; 4 weeks: 4 semanas; Ratios of

NF-Kappa B p65 mRNA to GAPDH mRNA: cociente de

ARNm p65 NF-kappaB con respecto a ARNm de GAPDH;

Ratios of RAGE mRNA to GAPDH mRNA: cociente

ARNm RAGE con respecto a ARNm GAPDH; The

expression of NF-Kappa B p65 mRNA: expresi�on de

ARNm p65 NF-kappaB; The expression of RAGE mRNA:

expresi�on de ARNm de RAGE.
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cultivo23. El tratamiento con señuelo oligodesoxi-

nucle�otido que compiti�o con la regi�on reguladora

g�enica de NF-kappaB suprimi�o significativamente la

hiperplasia intimal, seguido de la inhibici�on de la

proliferaci�on de CMLV en injertos venosos en un

modelo de conejo24.

La diabetes desempeña un importante papel en el

desarrollo y modulaci�on de la hiperplasia intimal en

injertos venosos25. La de tipo 2 se ha asociado con

aumentos sustanciales del dep�osito de matriz

extracelular, adem�as de un aumento del dep�osito de

CMLV en un modelo de rat�on26. Se desconoce el

mecanismo por el que el tipo de diabetes influye en

las respuestas vasculares. Suponemos que el sistema

AGE-RAGE podr�ıa desempeñar un importante

papel en este procedimiento.

Desarrollamos un modelo de rata diab�etica

mediante inyecci�on intraperitoneal de STZ. En el

modelo, la glucemia permaneci�o estable, mientras

que la tasa de mortalidad fue ligeramente mayor

que la documentada previamente27. En nuestros

estudios previos, se recogieron injertos venosos a las 6

y24 h,ya los3,7, 14,28y56d�ıas despu�esde la cirug�ıa

en el mismo modelo animal. Los resultados demos-

traron que la progresi�on de las lesiones de hiperplasia

intimal aument�o con el tiempo. Al mismo tiempo, la

expresi�on de RAGE en las lesiones y la concentraci�on

s�erica de AGE aumentaron con el tiempo. La relaci�on

entre el grado de las lesiones y la expresi�on del

receptor fue una regresi�on lineal (r¼ 0,749). Se

document�o que el aumento de la glucemia y la lesi�on

vascular podr�ıan aumentar su expresi�on28,29, lo que

fue similar a este resultado. En otro estudio, se

desarroll�ounmodeloanimaldehiperplasia intimal de

injerto venoso aut�ologo en ratas diab�eticas y no

diab�eticas. En las lesiones se examinaron tanto su

progresi�on como la concentraci�on s�erica de AGE y la

expresi�on de RAGE, NF-kappaB y mol�ecula 1 de

adhesi�on celular vascular (VCAM-1). Los resultados

demostraron que, comparado con ratas no diab�eticas,

obviamente en animales diab�eticos, se identific�o un

aumento de todos los par�ametros (datos no publica-

dos). En el presente estudio, los resultados de la

concentraci�on s�ericadeAGE, expresi�ondeRAGEyde

p65 de NF-kappaB, y el cociente del �area inti-

mal:medial y las c�elulas PCNA positivas son similares

a los del estudio previo.

Creemos que el sistema AGE-RAGE desempeñ�o

un papel clave en la hiperplasia intimal de los injer-

tos venosos en ratas diab�eticas. Cuando se implanta-

ron los injertos, fue inevitable una lesi�on de

isquemia-reperfusi�on. Por esta raz�on, la expresi�on

de RAGE en los injertos estuvo regulada al alza.

Mediante su fijaci�on a los AGE aumentados en

suero, el receptor activar�ıa la v�ıa del postreceptor.

La activaci�on de NF-kappaB ser�ıa uno de los meca-

nismos m�as importantes que contribuir�ıa a la

propagaci�on de la perturbaci�on del injerto venoso

a trav�es de diversas v�ıas, como la disfunci�on endote-

lial, y la proliferaci�on de las CMLV. En el presente

estudio el resultado fue un claro aumento de las

lesiones hiperpl�asicas intimales.

La aminoguanidina es un tipo de hidracina con

una funci�on nucleof�ılica que puede bloquear la

producci�on de la glicosilaci�on. Parece actuar a trav�es

de la uni�on covalente con la cetoamina estable (pro-

ductos de Amadori) y sus derivados, como la 3-deo-

xiglucosona, inhibiendo de este modo la formaci�on

Fig. 12. Resultados de la reacci�on en cadena de la polimerasa retrotranscriptasa (RCP-RT) de la expresi�on de ARNm de

RAGE y p65 de NF-kappaB. RAGE (513 bp), NF-kappaB (657 bp), GAPDH (476 bp). 1: ratas diab�eticas que bebieron

aminoguanidina (AG) una semana despu�es de la cirug�ıa; 2: ratas diab�eticas que bebieron AG 4 semanas despu�es de la

cirug�ıa; 3: ratas diab�eticas que bebieron agua destilada una semana despu�es de la cirug�ıa; 5: ratas de control una semana

despu�es de la cirug�ıa; 6: ratas de control 4 semanas despu�es de la cirug�ıa; M: marcador.
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deAGE30. Aunque la AG es un inhibidor selectivo de

la �oxido n�ıtrico sintasa inducible (NOSi), no est�a

claro el papel de la enzima en la lesi�on de hiperplasia

intimal. Se ha descrito que, despu�es de una lesi�on

vascular, la expresi�on de iNOS puede estimular la

formaci�on de neo�ıntima31; no obstante, un mayor

n�umero de estudios demostraron in vivo o in vitro que

la transferencia gen�etica de NOS reduc�ıa la

progresi�on de las lesiones32,33. El papel de la ami-

noguanidina como inhibidor de los AGE es defini-

tivo. En el presente estudio, su administraci�ona ratas

diab�eticas indujo una disminuci�on significativa de la

concentraci�on s�erica de AGE, lo que significa que

disminuyeron los ligandos de RAGE, al igual que sus

efectores retr�ogrados. Aunque la expresi�on deRAGE

fue similar, la de p65 de NF-kappaB y el cociente del

�area intimal:medial y las c�elulas PCNA-positivas

disminuyeron significativamente. Por lo tanto,

consideramos que el mecanismo a trav�es del que

act�ua la AG es la inhibici�on del sistema AGE-RAGE.

En la comparaci�on de los resultados al cabo de 1 y

4 semanas, el aumento de la expresi�on de p65 NF-

kappaB no alcanz�o significaci�on estad�ıstica, a dife-

rencia del de la expresi�on de RAGE. La raz�on podr�ıa

atribuirse a la activaci�on de IkappaB despu�es de la de

NA-kappaB.

A medida que un mayor n�umero de pacientes

diab�eticos requieren tratamiento quir�urgico con

implante de injertos venosos aut�ologos, en la

pr�actica cl�ınica, su permeabilidad a largo plazo es

cada vezm�as problem�atica. La inhibici�on del sistema

AGE-RAGE podr�ıa ser un importante tratamiento

para la prevenci�on de la hiperplasia intimal.
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