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Resumen

Previamente hemos demostrado que la
diabetes mellitus tipo 1 experimental (D.m.1)
inducida por estreptozotocina (STZ) produ-
ce estrés oxidativo intestinal en las primeras
etapas de la enfermedad, lo que conduce
a la inhibicion de la absorcion intestinal de
Ca*, alterando la via transcelular del trans-
porte del cation. El objetivo de este trabajo
fue estudiar la via paracelular del transporte
del Ca*? y analizar si la D.m.1 induce estrés
nitrosativo a nivel duodenal. Se utilizaron ra-
tas Wistar machos a las que se inyectaron 60
mg STZ/kg de peso corporal; se sacrificaron
a los 30 dias postratamiento. Se determiné
la expresién génica y proteica de claudina 2
y 12, proteinas involucradas en el transporte
paracelular del Ca*2. En la mucosa duodenal
se determind el contenido de 6xido nitrico
(NO) y la expresién proteica de oxido nitri-

co sintasa inducible (iNOS). Los resultados
revelaron que la expresién génica de claudi-
na 2 en las ratas diabéticas fue mas del do-
ble en comparacién con la de los controles,
mientras que la expresion génica de claudi-
na 12 fue similar en ambos grupos. La ex-
presién proteica de claudina 2 y 12 aumenté
en las ratas diabéticas. El contenido de NO
fue similar en ambos grupos; sin embargo,
la expresidn proteica de iINOS fue mayor en
las ratas diabéticas en comparacién con
la de las ratas controles. En conclusion, la
D.m.1 experimental se acompafa de estrés
oxidativo y de aumento en la expresioén pro-
teica de iNOS, alterandose la via paracelular
de absorcion de Ca*? como un mecanismo
compensatorio.

Palabras clave: diabetes mellitus, via para-
celular, iINOS.
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Abstract

EXPERIMENTAL DIABETES MELLITUS
PRODUCES INCREASED iNOS EXPRES-
SION AND ALTERS THE PARACELLULAR
PATHWAY OF INTESTINAL CALCIUM AB-
SORPTION

We have previously shown that
experimental type 1 diabetes mellitus (D.m.1)
produced by streptozotocin (STZ) in rats
causes intestinal oxidative stress in the
early stages of the disease, which leads to
the inhibition of intestinal Ca?* absorption,
altering the transcellular Ca?* pathway. The
aim of this work was to study the paracellular
Ca? pathway and analyze if D.m.1 induces
duodenal nitrosative stress. The animals
were assigned to two groups: 1) control rats,
and 2) STZ-induced diabetic rats (60 mg/
kg b.w.). Rats were sacrificed 30 days after
induction of diabetes. The gene and protein
expression of claudin 2 and 12, proteins
involved in paracellular Ca?* pathway, was
determined as well as the nitric oxide (NO)
content and protein expression of iNOS in
rat duodenum mucosa. The results revealed
that claudin 2 expression was more that
double in diabetic rats compared to control
rats at 30 days, while the gene expression
of claudin 12 was similar in both groups.
The protein expression of claudin 2 and 12
increased in the diabetic rats. NO content
was similar in both groups, but the iINOS
protein expression was enhanced in diabetic
rats. To conclude, the experimental type |
D.m.1 is accompanied by duodenal oxidative
stress, increase iNOS protein expression and
alteration of the paracellular Ca?* pathway as
a compensatory mechanism.

Key words: diabetes mellitus, paracellular
pathway, iNOS.

Introduccién
La diabetes mellitus (D.m.) comprende un
grupo de patologias metabdlicas que cursan
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con hiperglucemia cronica derivada de un de-
fecto en la secrecion o en la funcién de la in-
sulina. Se conoce que la D.m. puede agravar
la deficiencia dsea en pacientes con osteo-
penia u osteoporosis e incluso desencade-
nar osteoporosis secundaria.' La D.m. tipo 1
(D.m.1) comienza en la nifiez o en la juventud,
generalmente por destruccion autoinmunita-
ria de la célula p pancreatica, lo cual ocasiona
secrecion insuficiente de insulina con hiper-
glucemia crénica. Tantos los hombres como
las mujeres con D.m.1 presentan disminucion
de la masa 6sea en cadera, cuello femoral
y columna, que lleva a mayor incidencia de
fracturas.?*Los mecanismos por los cuales la
D.m. disminuye la masa 6sea aun no se han
dilucidado completamente. Se ha sugerido
que la disminucién en la absorcion de Ca*?
podria desempefiar un rol importante en la
desmineralizacion del paciente diabético.!

Un mejor conocimiento sobre la fisiopato-
logia de la enfermedad ésea en pacientes con
D.m. puede tener un notable impacto en su
prevencion y tratamiento. Para ello es funda-
mental el conocimiento de la absorcion intes-
tinal del Ca*2, ya que la Unica puerta de en-
trada del cation al organismo es el intestino.
El estudio de la absorcién intestinal de Ca*?
en un modelo de D.m. tipo 1 experimental es,
por esta razén, de sumo interés.

La absorcion intestinal de Ca*? depende
de muchos factores tales como la biodispo-
nibilidad del catién, y de otros factores nu-
tricionales, la modulaciéon por hormonas cal-
ciotropicas y las condiciones fisiopatologicas
del individuo. El 90% del Ca*? se absorbe en
el intestino delgado pero la velocidad de ab-
sorcion es mayor en el duodeno, uno de los
sitios en los que la vitamina D ejerce su prin-
cipal accién favoreciendo la entrada de Ca*?
por la via transcelular. Esta via comprende 3
etapas: 1) entrada de Ca*? a nivel del borde
en cepillo de los enterocitos, mediada a tra-
vés de los canales de Ca*?, conocidos como
TRPV5 y TRPV6 (receptor de potencial tran-
siente de vanilloide 5 y 6), 2) desplazamien-
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to del cation desde un polo hacia el otro de
la célula, via unién a calbindina D, (CB,,) en
mamiferos o a calbindina D, (CB,,) en aves
y 3) salida de Ca*? por la membrana basolate-
ral de los enterocitos mediante activacién de
la Ca*?-ATPasa y del intercambiador Na*/Ca*2.
Sin embargo, cuando el contenido de Ca*?
en la luz intestinal es elevado y el sistema de
transporte activo se satura, una proporcion
creciente del Ca* es captada por difusién
pasiva (via paracelular). Esta via es regulada
por el epitelio, especialmente a nivel de las
“uniones estrechas” entre los enterocitos. Di-
chas uniones son dominios especializados de
membrana, constituidos por proteinas de la
familia de las ocludinas y claudinas (CLDN),
que aseguran la permeabilidad selectiva de
iones y moléculas a través del epitelio.>®

Hay evidencias de que la homeostasis del
Ca* se altera en la D.m.” Varios estudios lle-
vados a cabo en pacientes diabéticos mos-
traron aumento en la excrecién urinaria del
catién y disminucién de los niveles circulantes
de 1,25(0OH),D,.% ° A pesar de que los anima-
les diabéticos desarrollan hiperplasia intesti-
nal,'’® presentan disminucién de la absorcion
del cation." El balance neto del Ca* es leve-
mente negativo o normal, debido al incremen-
to de la ingesta del Ca*? ligada a la hiperfagia
y a mecanismos compensatorios tales como
hiperparatiroidismo secundario y marcada
desmineralizacion ésea.’”? Nyomba y col.”® de-
mostraron correlacion entre la disminucién en
la captacion duodenal del Ca*? que presentan
ratas machos BB (biomodelo espontaneo de
ratas diabéticas) y la disminucién en la con-
centracion de CB,, y de sus sitios de union
en el duodeno. Los autores hallaron bajos ni-
veles plasmaticos de proteinas que ligan Ca*
y aumento en la fraccion libre de 1,25(0H),D,,
lo que indica cierta resistencia a la vitamina D.

Se ha comprobado que la D.m. inducida
por estreptozotocina (STZ), antibidtico que
produce destruccién selectiva de las células
B, desencadena estrés oxidativo en diversos
érganos y sistemas,'*'s entre ellos el intesti-
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no.'®® Los estudios de nuestro laboratorio
demostraron que el estrés oxidativo puede
alterar la expresion de genes y proteinas in-
volucrados en el transporte transcelular y pa-
racelular de Ca*2, disminuyendo la absorcion
intestinal del catién.’®2° Lee y col.?" detectaron
incremento en los niveles de ARNm de protei-
nas transportadoras de Ca*? (TRPV5, TRPVS,
CB,, Yy TRPM6 -receptor de potencial tran-
siente de melastatina 6-) en el rifidn de ratas
diabéticas después de 15 dias de la inyeccion
intraperitoneal de STZ. Este incremento en la
expresion génica se acompafdé de aumento
en la expresion proteica de TRPV5 y CB,,,
renal. La aplicacion de insulina logro revertir
completamente la hipercalciuria y las altera-
ciones moleculares concomitantes.

El mantenimiento del estado redox en el
intestino es esencial para una éptima absor-
cién intestinal de Ca*2. En este laboratorio
se ha demostrado que niveles normales de
glutatién (GSH) intracelular son importantes
para mantener una absorcién intestinal de
Ca*? apropiada.’®?%2223 Hemos demostrado
también que, en ratas diabéticas tratadas
con STZ, el estrés oxidativo intestinal se pro-
duce a principios de las etapas de desarrollo
de la D.m.1, lo que conduce a la inhibicién
de la absorcién intestinal de Ca*2. Ciertos
mecanismos adaptativos dependientes del
tiempo provocan un incremento de expre-
sion de las proteinas implicadas tanto en la
via transcelular como paracelular de trans-
porte del catién, normalizandose asi la ab-
sorcién intestinal de Ca*? y el estado redox
duodenal. La inyeccién de insulina restaura
el estado redox y la absorcion intestinal de
Ca*? sin mejorar los niveles séricos de meta-
bolitos de la vitamina D.?*

A lo largo del intestino, la éxido nitrico sin-
tasa inducible (iINOS) es mas abundante en
células del epitelio intestinal que en otros tipos
celulares (macréfagos, células del musculo
liso y fibroblastos).?® En el duodeno, iINOS es
una enzima clave para la produccién de 6xi-
do nitrico (NO) y desempefia un papel impor-
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tante en la integridad de la mucosa intestinal
bajo condiciones fisiolégicas.?® En pacientes
y ratas diabéticas se encuentra afectada la
produccién de NO, el cual media la respues-
ta inmune y los procesos inflamatorios.?” Por
lo tanto, el objetivo de este trabajo fue estu-
diar la via paracelular del transporte del Ca*?
y analizar si la D.m.1 genera estrés nitrosativo
duodenal en ratas diabéticas inducidas con
STZ después de 30 dias de administracion.

Materiales y métodos

Animales

Se emplearon ratas Wistar machos de 2
meses de edad, las cuales fueron alimenta-
das con una dieta comercial normal (Gepsa
raton-rata, Pilar, Buenos Aires, Argentina).
Los animales se criaron durante 8 semanas
en un bioterio con luz artificial a 25 °C y con
un fotoperiodo de luz-oscuridad de 12 horas,
respectivamente. Alcanzados los 2 meses
de edad, se dividieron aleatoriamente en dos
grupos: 1) controles y 2) tratados con una in-
yeccion unica intraperitoneal de STZ en una
dosis de 60 mg/kg de peso corporal, disuel-
ta en buffer citrato 100 mM (pH 4,5). Estos
grupos se estudiaron 30 dias después del
tratamiento. Los controles se inyectaron solo
con vehiculo. Las ratas se sacrificaron por
dislocacion cervical y el duodeno se extrajo
inmediatamente, el cual se lavé con solucién
fisiolégica fria y se utilizé para todas las de-
terminaciones. Los protocolos experimenta-
les siguieron la Guia para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional de
Cordoba, Cérdoba, Argentina. Se hicieron
todos los esfuerzos para reducir al minimo
el nimero de animales utilizados y su sufri-
miento.

Reactivos

Todos los reactivos quimicos fueron ad-
quiridos en Sigma Aldrich Co. (St Louis, MO,
EE.UU.), a menos que se indique lo contrario.
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Mediciones séricas

Se determiné la glucosa en suero (glice-
mia enzimatica AA). Se consideraron diabéti-
cas aquellas ratas con glucemias superiores
a 250 mg/dl.2® Se midié calcemia (Ca-Color
AA), fosfatemia (fosfatemia UV-AA) y creati-
nina usando los kits comerciales del Wiener
Lab (Rosario, Argentina), hemoglobina glico-
silada (HbA,) (Glycohemoglobin Reagent®,
Teco Diag., CA, USA) e insulina (Rat insulin®,
Millipore, MA, EE.UU.).

Expresion génica a través de PCR en tiem-
po real

El aislamiento de ARN total de mucosa in-
testinal se realizd con el reactivo TRIZOL de
acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). La con-
centracion de ARN y la pureza se determina-
ron por espectrofotometria. La amplificacion
cuantitativa se realizé en un termociclador
(Stratagene termociclador PCR cuantitativa
Mx 3000P®, Agilent Technologies, Inc., Santa
Clara, CA, EE.UU.). La mezcla de amplifica-
cién (volumen total: 25 pl) contenia: 0,5 ug de
ARN, 0,3 umol/lI de cada cebador, 0,4 pl de
colorante de referencia, 1 pl de transcripta-
sa inversa (RT)/RNasay 12,5 pl de 2X Brilliant
[ISYBR QRT-PCR® (Stratagene, Agilent Tech-
nologies, Inc., Santa Clara, CA, EE.UU.). Se
utilizé el siguiente protocolo: 1 ciclo a 50 °C
durante 30 min; 1 ciclo a 95 °C durante 10
min; 40 ciclos de la siguiente manera: des-
naturalizacion a 95 °C durante 30 s, hibrida-
cion a 60 °C durante 60 s y extension a 72 °C
durante 30 s. La cantidad de productos de
PCR formados en cada ciclo se evalu6 so-
bre la base de la fluorescencia SYBR Green.
Las lecturas de emisiones ciclo a ciclo de
fluorescencia fueron controladas y cuanti-
ficadas por el método de DDCT.?® La canti-
dad de numeros de copias de ARNm de cada
gen se normalizé con respecto a la de gadph.
Las secuencias de los cebadores de los ge-
nes estudiados se enumeran a continuacion:
claudin 2 FW 5 - GCTGCTGAGGGTAGAAT-
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GA -3y RV 5 - GCTCGCTTGATAAGTGTCC
— 3 (107 pb); claudin 12 FW 5 — CCTTCA-
AGTCTTCGGTGCC - 3’ y RV 5 — CAGGAG-
GATGGGAGTACAG - 3’ (100 pb); gapdh FW
5 - AGTCTACTGGCGTCTTCAC - 3’ y RV 5’
— TCATATTTCTCGTGGTTCAC - 3’ (133 pb).

Expresion proteica por Western blot

Se determinaron las expresiones protei-
cas de CLDN 2, CLDN 12 e iNOS. Los homo-
geneizados de mucosa duodenal de rata se
prepararon con buffer de lisis RIPA (SDS 1%,
Tritdn X-100 1%, deoxicolato de sodio 0,5%,
PMSF 1mM y NaF 1 mM). La suspension se
centrifugd. Después, las proteinas (100 pg) se
desnaturalizaron durante 5 min a 95 °C y se
separaron mediante electroforesis en minige-
les de SDS-poliacrilamida al 12% (P/V).%° Los
geles que contienen las proteinas separadas
se sumergieron en el tampdn de transferen-
cia (Tris-HCI 25 mmol/l, glicina 192 mmol/I,
SDS 0,05% P/V y metanol 20% V/V).8! Las
membranas de nitrocelulosa (0,45 pm) se blo-
quearon durante 1,5 h con 2% P/V de leche
sin grasa en solucién Tris-salina 0,5 mol/l y
se incubaron durante toda la noche a 4 °C
con el anticuerpo primario especifico en di-
lucién 1:1000 en cada caso. Los anticuerpos
fueron: anti-CLDN 2 anticuerpo monoclonal
(Invitrogen®, Carlsbad, CA, EE.UU.), anti-
CLDN 12 anticuerpo policlonal (H-49® Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE.UU.),
anti-NOS2 anticuerpo policlonal (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE.UU.).
Después de tres lavados, las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario bio-
tinilado a 37 °C durante 1 hora. A continua-
cioén, estas se lavaron tres veces y se afa-
dié la estreptavidina peroxidasa-conjugada
(Histostain-SP kit®, Invitrogen CA, EE.UU.). La
deteccion se realizd usando 3,3’-diaminoben-
cidina (DAB) como cromégeno. El anticuerpo
monoclonal anti-GAPDH (clon 71.1 GAPDH-
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.), se uti-
lizé para detectar GAPDH como un marcador
para normalizar la expresion relativa de las
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otras proteinas. Las intensidades de las ban-
das se cuantificaron usando un sistema de
imagenes Capturer EC3®, software LaunchVi-
sionworksls con el fin de obtener la expresién
relativa de las proteinas.

Cuantificacion de los niveles de NO

Se determinaron como el total de nitrato/
nitrito utilizando el reactivo de Griess* con la
modificacion del reemplazo de ZnSO, para
la precipitacion de las proteinas del sobre-
nadante del homogeneizado.*® La absorban-
cia se medié a 540 nm. Se realizd una curva
estandar con nitrato de sodio (1-10 pM). Los
datos se expresaron en pmol NO/mg de pro-
teina.

Analisis estadistico

Los resultados se evaluaron estadistica-
mente mediante el analisis de varianza a una
via (ANOVA) seguido del test de Bonferroni
para comparaciones multiples post hoc. Se
utilizé el software SPSS 22.0 como programa
de analisis (SPSS Inc. Chicago, ILL, EE.UU.).
Las diferencias se consideraron significativas
con un valor de p<0,05.

Resultados

Caracteristicas generales del modelo de
D.m. por induccion con STZ

En la Tabla 1 pueden observarse las ca-
racteristicas de los animales con D.m. 1 ex-
perimental después de 30 dias de la adminis-
tracién de STZ, en comparacién con las de
las ratas controles. Como era de esperarse,
la glucemia aumento alrededor de 3 veces en
las ratas diabéticas con respecto a la de las
ratas controles, mientras que la insulina dis-
minuyd notoriamente en las ratas diabéticas.
Los valores de HbA,  fueron un 50% mayor en
las ratas diabéticas que en las controles. Las
ratas diabéticas presentaron glucosuria. Los
niveles de calcemia, fosfatemia y creatinina
resultaron similares en ambos grupos.
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Tabla 1. Valores en suero de ratas controles y diabéticas de

30 dias posinduccién.

Control D.m.1
Glucemia (mg/dl) 145 £ 13 453 + 12*
Insulina (ng/ml) 1,73 + 0,21 0,30 + 0,11*
HbA, (%) 8,90 + 0,50 11,85 + 0,818
Creatinina (mg/dl) 0,73 + 0,20 0,72 + 0,18
Calcemia (mg/dl) 9,50 + 0,03 9,45 + 0,02
Fosfatemia (mg/dl) 5,73 + 0,20 5,80 £ 0,15

Los datos representan las medias+EE. C: control; D.m.1: ratas con

diabetes tipo 1. *p<0,001 vs. controles; $p<0,01 vs. controles. Gluce-

mia, creatinina, calcemia, fosfatemia y HbA, : n=12 para cada grupo

experimental; insulina: n=4.

Efecto de Ia D.m.1 sobre la expresion duo-
denal de claudina2y 12

Se analizaron las expresiones génicas de
cldn 2 y 12, proteinas presumiblemente impli-
cadas en la via paracelular de la absorcién in-
testinal de Ca*?, en ambos grupos experimen-
tales. Los resultados revelaron que la expre-
sion génica de cldn 2 en las ratas diabéticas
fue mas del doble en comparacién con la de
los controles, mientras que la expresion gé-
nica de cldn 12 fue similar en ambos grupos.
La expresién proteica de CLDN 2 y CLDN 12,
aumento a los 30 dias posinduccién (Tabla 2).

Estrés nitrosativo en mucosa duodenal de
ratas diabéticas

Con el propodsito de estudiar si el estrés
nitrosativo estaba involucrado en las altera-
ciones observadas en la D.m.1, se determi-
né en mucosa duodenal el contenido de NO
y la expresién proteica de 6xido iNOS. El
contenido de NO fue similar en ambos gru-
pos. Sin embargo, la expresién proteica de
iINOS fue mayor en las ratas diabéticas en
comparacion con la de las ratas controles
(Figura 1).

Tabla 2. Expresién génica y proteica de claudina 2 y 12 de ratas controles y

diabéticas de 30 dias posinduccion.

cldn 2 cldn 12 CLDN 2 CLDN 12
Control 1,00+£0,02 1,00+0,10 80,3 +4,0 74,0 + 3,9
D.m.1 2,565 +0,43* 0,93+0,08 155,0 + 4,00 163,0 + 8,5"

Andlisis por RT-gPCR de los niveles de expresién de ARNm de cldn 2y 12 normalizados
con respecto al gen gapdh (unidades arbitrarias) y expresion proteica por Western blots,
presentados como porcentaje de la expresién de GAPDH (unidades arbitrarias). Los
datos representan las medias+EE. n=6 para cada grupo experimental. *p < 0,001 vs.

control. D.m.1: ratas con diabetes tipo 1.

102

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 12 - N° 2 - 2016



Rivoira MA y col: iNOS y via paracelular

de absorcion de calcio en diabetes mellitus

A) B)
iNOS 130 kDa
GAPDH 37 kDa
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Figura 1. A. Contenido de 6xido nitrico (NO) en mucosa duodenal de ratas controles y diabéticas 30

dias posinduccion. B. Anadlisis densitométrico cuantitativo de éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) en

ratas controles y diabéticas 30 dias posinduccion. Los datos representan medias=EE (n=6). *p<0,001

vs. control.

Discusién

Varios estudios previos realizados en
nuestro laboratorio han demostrado que la
D.m.1 provocada por STZ se acompafa de
inhibiciéon de la absorcién intestinal de Ca*?
debido, al menos en parte, a la generacién
de estrés oxidativo, como lo revela la dismi-
nucién del contenido de glutation intestinal,
el aumento de anién superdxido y la mayor
actividad de catalasa. Esta inhibicion es tran-
sitoria, afecta la via transcelular y desenca-
dena una adaptacion fisioldgica tendiente a
normalizar el proceso de absorcién del Ca*?y
el estado redox del enterocito.?*

El mecanismo molecular de la via para-
celular de la absorcion intestinal de Ca*? no
esta totalmente dilucidado.?* Aparentemente
CLDN 2 y 12 participarian en la formacién
de poros para el paso del catién.®® Nuestros
resultados demuestran que las expresiones
proteicas de estas proteinas aumentan en
las ratas diabéticas en comparacion con las
de las ratas controles. También la expresion
génica de cldn 2 en las ratas diabéticas au-
menta. Dado que hemos demostrado previa-
mente que las proteinas involucradas en la via
transcelular de la absorcién intestinal de Ca*?

aumentan su expresién como un mecanismo
compensatorio ante la disminucién de la ab-
sorciéon del cation?*, es probable que el au-
mento de las proteinas de la via transcelular
no sea suficiente para restaurar la absorcion
intestinal de Ca*?y, por lo tanto, la via parace-
lular es inducida.

La hiperglucemia produce incremento de
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno
(ROS/RNS), y es una de las posibles causas
de las complicaciones crénicas asociadas a
la diabetes.?®%” Los cambios redox inducidos
por la hiperglucemia, el dafio del ADN, la oxi-
dacion de proteinas y la peroxidacién de lipi-
dos alteran las funciones celulares por medio
de la activacion de vias clave de traduccion
de sefales.®3° En la diabetes también se pro-
duce una acentuada expresioén de citoquinas
proinflamatorias como consecuencia del au-
mento de los niveles de ROS/RNS, lo cual se
acompafa con incremento de las actividades
de Akt, ERK1/2 y un aumento de la acumula-
cién de 8-OHdG en el ADN.38

Kuloglu y col.*® demostraron un aumento
en la expresion de iINOS en rifidn de ratas dia-
béticas en relacién directa con la severidad
de la enfermedad. Otros autores encontraron
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resultados similares en musculo liso vascular,
aunque la posible causa y consecuencia de
la induccion de iINOS permanece aun en dis-
cusion.*' Nosotros observamos un incremen-
to en la expresion proteica de iINOS en mu-
cosa duodenal, aunque sin modificaciones
en la produccién de NO en ratas diabéticas
en comparacion con la de las ratas contro-
les. La cantidad de NO producido por accion
de iINOS depende de muchos factores, entre
ellos la disponibilidad de sustrato y de cofac-
tores. La arginina se puede transformar en
sustrato limitante en situaciones de enferme-
dad; ademas la arginasa puede competir con
la iINOS por la arginina®?; esto podria ser tal
vez una de las causas de falta de cambios en
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