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RESUMEN

La insuficiencia renal crénica (IRC) corresponde a una situacion clinica caracterizada por la
pérdida irreversible de la funcién renal, de caracter progresivo y de multiples etiologias. Los
sistemas vasoactivos como el Sistema Renina Angiotensina (SRA) y el Sistema Calicreina Cininas
(SCC) son fundamentales para la homeostasis renal, ejerciendo funciones en la regulacién de
iones como sodio y potasio, en la diuresis, el transporte de agua a nivel del tibulo colector y en la
regulacion de la presién arterial renal, por lo que un desbalance entre estos sistemas podria
llevar a una patologia renal. El SRA ha sido caracterizado como un sistema hipertensor en el que
la Angiotensina II (Ang II), un potente vasoconstrictor, activa al receptor AT1, generando un
aumento de la resistencia periférica, la presién arterial, fibrosis e inflamacion. Por otra parte, el
Sistema Calicreina Cininas (SCC), ha sido descrito como un sistema renoprotector. Este efecto ha
sido atribuido a la Bradicinina (BK), la que mediante la activacién de sus receptores B1 o B2
estimula diferentes efectos fisiolégicos como el aumento del flujo sanguineo medular, la
natriuresis y la reduccién de la fibrosis. Uno de los mediadores mas importante de estos dos
sistema es la Enzima Convertidora de Angiotensina I (ECA), responsable de transformar la
angiotensina I (Ang I) en Ang Il y de degradar la BK a BK-1,7, generando una disminucién del
efecto del SCC y un aumento del SRA. En relacion a la ECA, se han descrito 2 tipos, una circulante
y otra tisular, siendo esta udltima la forma mdas abundante. Ademads, algunos autores han
caracterizado la funcién de la ECA tisular atribuyéndole un rol como receptor.

La ECA tisular se localiza en la membrana plasmatica de diferentes tipos celulares, con su
extremo COOH terminal hacia el intracelular. Se ha sugerido que diversas enzimas como la Casein
Kinasa 2, MKK7, JNK y Ciclooxigenasa 2 (COX-2) interactian y regulan a la ECA por este
segmento. Mdas aun, en estudios realizados en los ultimos afios, se ha mostrado la relaciéon que
existe entre la ECA y la via JNK.

La COX-2 no solo interactia con la ECA sino que ademas es regulada por ambos sistemas
vasoactivos. Se ha descrito que bajo ciertas condiciones experimentales la COX-2 puede ser
modulada por el receptor AT1 de angiotensina y por el receptor B2 de BK. Mas aln, se ha
demostrado que inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina | (iECA) al unirse a la
ECA, aumentan la expresion de COX-2 mediante la activacion de la via JNK. Por otra parte,
ha sido reportado que la administracion de iECAs mejora la funcion renal en pacientes con
IRC, Nefropatia Diabética y en otros modelos experimentales, atribuyendo sus efectos
benéficos en gran medida a los cambios en la presién arterial y flujo sanguineo, sin estar de
todo claro la participacion de COX-2, PGE; o la via INK/c-Jun.

Estos antecedentes nos permitieron postular que “La disminucion inducida por lisinopril en la
progresion del dafio renal es mediada por un aumento de COX-2 y PGE; via JNK/c-Jun en un
modelo de Insuficiencia Renal Cronica”. Para probar esta hipétesis se planteé como objetivo
general estudiar si el efecto que posee la administracion de lisinopril sobre los niveles de COX-2 y
PGE: es mediado por el receptor ECA y la via JNK/c-Jun. Ademas, se plante6 evaluar como este
proceso genera una disminucion en el dafio renal inducido por la Nefrectomia 5/6 (Nx 5/6).

Los resultados obtenidos mostraron que lisinopril aumenté los niveles proteicos de COX-2 en
animales IRC. Este aumento fue dependiente de la via JNK/c-Jun evaluado tras la administraciéon
de un activador (anisomicina) y un antagonista (SP600125) de la via. La administracion de
lisinopril y por consiguiente el aumento de COX-2 y PGE; previno parcialmente la disminucién de
la tasa de filtracion glomerular, el aumento en la excrecién urinaria de proteinas, la deposicion de
colageno intersticial, la infiltracion de macréfagos y el aumento en los niveles del factor
quimioatrayente Osteopontina, siendo esto importante para la recuperacién parcial de la
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funcionalidad y estructura renal. Estos efectos no se observaron posterior a la administraciéon de
inhibidores de las COXs como celecoxib y meclofenamato.

En células mTAL (células inmortalizadas del Asa de Henle) lisinopril aumenté los niveles
proteicos de COX-2. Se observd ademas que el efecto de lisinopril fue similar al del activador de
la via, aumentando los niveles proteicos de JNK. Originalmente se postulé que el aumento de
COX-2 en respuesta a la administracion de lisinopril era mediado por su interacciéon con la ECA
como receptor. Sin embargo, en células mTAL no fue posible identificar la expresion de ECA, aun
asi, se observo un aumento en los niveles de COX-2 en respuesta a la administracién de lisinopril.
Este resultado nos hizo plantear de manera preliminar una nueva hipdtesis en la cual se postulé
a otro receptor como mediador del efecto. Los receptores evaluados fueron B1 y B2 de BK y el
AT1 de Ang I, observandose de manera preliminar que tanto en células mTAL como en animales
IRC la co-administracion de lisinopril con Leu-8 (antagonista del receptor B1 de BK), previno el
aumento en los niveles de COX-2 y JNK obtenidos con lisinopril. La administracion de
antagonistas de los receptores B2 (HOE-140) o AT1 (losartan) en presencia de lisinopril no
produjo diferencias en los niveles de COX-2 en comparacién con la administracién solo de
lisinopril. Con la finalidad de caracterizar cémo lisinopril interaccionaba con el receptor B1 de la
BK, se compar6 de manera preliminar su efecto con un agonista selectivo del receptor Des-Arg-
Bradicinina (DABK), observandose que ambos presentaban efectos similares. De hecho se
observo un efecto aditivo entre el lisinopril y DABK a las concentraciones utilizadas.
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ABSTRACT

Chronic renal failure (CRF) is a clinical condition resulting from the progressive loss of
kidney function that can be caused by multiple etiologies, either congenital or acquired. In this
context, vasoactive systems of renal origin are critical to homeostasis, performing functions in
ion and water excretion and in the regulation of blood pressure. The main vasoactive systems
are the Renin Angiotensin System (RAS), which is a system that induces an increase in blood
pressure by increasing the interaction of the AT1 receptor with its agonist angiotensin Il (Ang
I1), a potent vasoconstrictor. This interaction leads to an increase in peripheral resistance,
blood pressure, fibrosis and inflammation. On the other hand, the Kallikrein Kinins System
(KKS) has been described as a renoprotective system, effect attributed to Bradykinin (BK), a
peptide that interacts with its receptors B1 or B2 producing different physiological effects
such as regulation of medullary blood flow, natriuresis, and anti-fibrosis, among others. One
of the most important mediators of these two systems is the angiotensin I-converting enzyme
(ACE), who is responsible for transformation of angiotensin I (Ang 1) to Ang Il and of BK to
BK-1-7, generating a decrease in the effects of the KKS and an increase in the effects of the
RAS. Regarding ACE two isoforms have been described, one that is bound to membranes and
one that circulates in blood, the former being the most abundant one. Based on this and other
results, some authors have postulated that tissue ACE can act as a receptor.

Tissue ACE is localized in the plasma membrane of different cell types, with its COOH-
terminal end towards the intracellular space. It has been suggested that casein kinase 2 (CK2)
MKK?7, JNK and Cyclooxygenase 2 (COX-2) interact with and regulate ACE through this
segment. Even more, in studies performed during the last years, a relation between ACE and
the JNK pathway has been demonstrated. .

COX-2 not only interacts with ACE but is regulated by both vasoactive systems as well. It has
been described that under certain experimental conditions COX-2 can be modulated by the
activation of the angiotensin AT1 and/or the B2 receptors. Even more, it has been shown that
the administration Angiotensin | Converting Enzyme inhibitors (ACEi) produce an increase in
the expression of COX-2 through the activation of JNK using ACE as a receptor. Moreover it
has been reported that the administration of ACEi improves renal function in patients with
CRF, diabetic nephropathy and other experimental models, attributing these beneficial effects
to changes in blood pressure and blood flow, without being all clear the involvement of COX-
2, its product PGE2 or the JINK / c-Jun pathway.

This background allowed us to postulate that "The reduction in the progression of renal
damage induced by an ACEi (lisinopril) in a model of CRF is partly mediated by the increase
in COX-2 and PGE; through of JNK/c-Jun pathway". For this purpose we proposed as a
general goal to study whether the effect of lisinopril administration on levels of COX-2 and
PGE2 were mediated by the activation of the JNK/c-Jun pathway and ACE as a receptor. In
addition, we also assessed how this process caused a decrease in renal damage generated by
the 5/6 nephrectomy.

The results showed that lisinopril increased protein levels of COX-2 in CRF animals. This
increase was dependent on the protein increase of JNK/c-Jun assessed following
administration of an agonist (anisomycin) and an antagonist (SP600125) of the pathway.
Lisinopril administration and therefore the increase in COX-2 and PGE2 partially prevented
the decrease in glomerular filtration rate, the increase in urinary protein excretion, interstitial
collagen deposition, macrophage infiltration and increased in the levels of the chemoattractant
factor Osteopontin, this being important for the partial recovery of renal function and
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structure. These effects were not observed following administration of COXs inhibitors such
as celecoxib and meclofenamate.

In mTAL cells (immortalized cell of the Loop of Henle) lisinopril increased protein levels of
COX-2. It was also observed that the effect of lisinopril was similar to the agonist of the
pathway, increasing the protein levels of JNK. Originally it was postulated that the COX-2
increase in response to the administration of lisinopril was mediated by its interaction with
ACE as a receptor. However, in mTAL cells we were unable to identify the expression of
ACE, even so, an increase in the levels of COX-2 in response to the administration of
lisinopril was observed.

These results led us to raise a new hypothesis in which the administration of lisinopril
increased levels COX-2 by a receptor different from ACE receptor. For this reason, AT1, B1
and B2 receptors were evalluated, observing that in both mTAL cells and animals with CRF
the co administration of Leu-8 (B1 receptor antagonist) prevented the increase induced by
lisinopril in protein levels of COX-2 and JNK. The administration of B2 (HOE-140) and AT1
(losartan) receptor antagonists had no effect on the increase induced by lisinopril in the levels
of COX-2, suggesting a new independent signaling mechanism. With the aim of confirming
whether lisinopril interacted with the B1 receptor, its effect was compared with the effect of a
selective agonist of this receptor Des-Arg-bradykinin (DABK), observing that both had similar
effects. Even more, an additive effect was observed at doses that by themselves did not induce
changes.
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1. INTRODUCCION

1.1 Insuficiencia Renal Crénica

La insuficiencia renal cronica (IRC) corresponde a una situacion clinica derivada de la
pérdida permanente de la funcion renal, tiene caracter progresivo y es provocada por
maultiples etiologias, tanto de caracter congénito como adquirido. La IRC es un problema de
salud publica en Chile y el mundo. En nuestro pais, el nimero de pacientes con enfermedad
renal cronica ha aumentado progresivamente, llegando en el afio 2010 a tener una
prevalencia de 9.050 pacientes en total y una incidencia de 592 por millon de individuos en
la poblacion (PMP). (Encuesta Nacional de Salud 2010. Ministerio de Salud Chile). Este
aumento es importante, si se considera que la incidencia ha aumentado sostenidamente,
tanto en el nUmero como en la tasa de personas que requieren hemodialisis en los Gltimos
afios, (7.094 que equivale a una tasa de 473 PMP para el afio 2000 y 16.231 que equivale a
una tasa de 944 PMP para el afio 2011 respectivamente, Sociedad Chilena de Nefrologia.
Dr. Hugo Poblete Badal. Registro de Didlisis. XXXI Cuenta de Hemodialisis Crénica al 31
de agosto de 2011). Esto representa un incremento de 78,1% en el nimero de pacientes en
hemodialisis en este periodo siendo la mortalidad bruta anual de pacientes en dialisis
aproximadamente el 11,6% (Poblete, 2005). En Chile sélo 1.314 pacientes (13,9%) logran
ingresar a programas de trasplante. Se estima que un 22% del presupuesto del programa de
Garantias en Salud (GES) del MINSAL, es utilizado en el tratamiento de la IRC terminal

(Encuesta nacional de salud 2010).
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1.2  Sistemas Renina Angiotensina y Calicreina Cinina.

En condiciones fisioldgicas, los sistemas vasoactivos como el Sistema Renina Angiotensina
(SRA) y el Sistema Calicreina Cininas (SCC) son fundamentales para la homeostasis renal,
ejerciendo funciones en la regulacion de iones como sodio y potasio, diuresis, transporte de
agua a nivel del tabulo colector y en la regulacion de la presion arterial renal, por lo cual un
desbalance entre éstos podria llevar a una patologia renal (Gonzéalez y col., 2011).

Dentro de las funciones que ejercen los SRA y SCC se encuentran la regulacién del tono
vasomotor, homeostasis idnica, hemodinamia glomerular, regulacion de la presion arterial
(Hipotensor SCC e Hipertensor SRA) y regulacion en la sintesis de insulina (Xu y col.,
2012; Vio y col., 1992, 1998). Adicional a los efectos funcionales se ha descrito la
importancia de los SRA y SCC sobre la arquitectura cardiovascular y renal. (Xu y col.,
2012). Uno de los componentes mas importante del SRA, es la Angiotensina Il (Ang Il) la
cual proviene de la Angiotensina | producto de la Enzima Convertidora de Angiotensina
(ECA). Dentro de sus acciones clasicas se encuentran vasoconstriccion y liberacion de
Aldosterona de la Glandula Suprarrenal, sin embargo, se han descrito diferentes funciones
de este péptido que lo convierten en una auténtica citoquina capaz de participar en el dafio
renal y vascular (Fraune y col., 2012). Dentro de estas funciones se encuentra la induccion
de proliferacion e hipertrofia celular, modulacion de la produccion de matriz extracelular y
respuesta inflamatoria a través de sus acciones quimiotacticas que inducen el reclutamiento
de células inflamatorias (Mennuni y col., 2013). A nivel vascular, Ang Il regula la
hipertrofia/hiperplasia, migracién celular y la expresion de genes proinflamatorios

(Mennuni y col., 2013). Diferentes autores han estudiado la expresién de Ang Il en
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modelos patoldgicos, encontrando que los niveles tisulares de Ang Il estan elevados en
comparacion con animales sanos. Este aumento de Ang Il es concordante con la progresion
de la patogenia tanto de enfermedades cardiovasculares (hipertension arterial, infarto de
miocardio y arterioesclerosis) como renales (Mennuni y col., 2013; Mezzano, 2001;
Alcazar y col., 2003).

En la actualidad, se considera que las multiples acciones de la Ang Il, tanto a nivel
circulatorio como a nivel tisular, son mediadas por dos subtipos principales de receptores:
el receptor AT1 y el receptor AT2. Ambos pertenecen a la familia de receptores con siete
dominios transmembrana los cuales comparten aproximadamente el 30% de su secuencia
de aminoécidos (Stanton, 2013).

La distribucion del receptor AT1 ha sido estudiada extensamente, reconociéndose en la
actualidad que esta presente en la mayoria de los tejidos en humanos, primates y roedores,
siendo ademas el tipo predominante en los adultos (Stanton, 2013). Se caracteriza por
acoplarse a proteinas Gag/11 aunque también se puede acoplar a Gai/0, Gal2/13. Esto le
permite activar fosfolipasas como la A, la D, y la C. Esta ultima genera inositol 1, 4,5-
trisfosfato (IP3) y diacilglicerol, una molécula que activa a la proteina quinasa C (PKC) que
fosforila diferentes proteinas que participan en acciones tales como: la contracciéon de
musculo liso y la secrecion de aldosterona, asi como el crecimiento y la proliferacion
celular (Simoes y col., 2013). De esta forma el receptor AT1 es el encargado de mediar la
mayoria de las acciones conocidas de Ang Il como son la vasoconstriccion y el incremento
en la proliferacion celular (Lombardi y col., 2001).

El receptor AT2 se expresa de manera predominante durante la etapa fetal, disminuyendo
su expresion de manera considerable al momento del nacimiento, siendo aun detectando en

bajos niveles en diferentes tejidos, por ejemplo: nervioso, cardiaco, y renal (Padia y col.,

18



2013). Las vias de sefalizacion del receptor AT2 no se conocen del todo, sin embargo,
existe evidencia que apoya el acoplamiento del receptor AT2 a proteinas G inhibidoras
(Gai/2 Gai/3) lo cual provoca la activacion de fosfatasas tanto de serina-treonina como la
PP2A, asi como de la proteina tirosina fosfatasa SHP-1. Este acoplamiento provoca la
desfosforilacion de proteinas activadas por el acoplamiento del receptor AT1 con Gaq
(AT1-Gaq), siendo éste un mecanismo por la cual el receptor AT2 antagoniza las acciones
del receptor AT1 (Padiay col., 2013).

Por otra parte el SCC también es un sistema con multiples funciones conocidas siendo
algunas de ellas antagdnicas al SRA. Uno de sus efectores mas importante de este sistema
es la Bradicinina (BK), este péptido vasoactivo es generado a partir de su sustrato
Cininogeno por accion de la Calicreina (CC), la cual es una proteasa que se encuentra a
nivel plasmatico y tisular. La CC tisular es sintetizada, en las células del tabulo conector en
donde favorece la produccion de BK, la cual puede antagonizar los diversos efectos de la
Ang Il, de esta manera BK inhibe la proliferacion celular, estimula la actividad de
colagenasas e inhibe la fibrosis ventricular, renal y vascular (Pathak y col., 2013; Schanstra
y col., 2002).

Se conocen dos receptores que regulan el efecto de la BK, el receptor B1 (B1R) vy el
Receptor B2 (B2R). El B1R, se une de modo selectivo a los metabolitos Des-Arg-BK
(DABK), o Des-Arg- Calidina (DACL) y su expresion es menor que la del B2R que se
expresa en casi todos los tejidos. EI B1R esta en el musculo liso de vasos sanguineos y es
inducido de forma positiva por la inflamacion (Regoli y col., 1990; Dray y col., 1993).
Durante situaciones de estrés, como traumatismo, aumento de presion tisular o inflamacion,
pueden predominar los efectos del B1R sobre el B2R. Se ha reportado que las citoquinas

como IL-1 son responsables de la induccion de este receptor en diversos tejidos (Riad y
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col., 2008). El B1R puede ser antagonizado de manera selectiva por el péptido Des-Arg-
Leu-8 (Leu-8) (Viannay col., 1998).

El B2R se encuentra expresado de manera constitutiva en los diversos tejidos del
organismo. Es un receptor acoplado a proteina G el cual puede activar a las fosfolipasas A2
y C. Ha sido descrito como parte de la via de sefializacién que conduce a la activacion de
Ciclooxigenasa-2 en células vasculares de musculo liso (VSMC) y células medulares del
Asa Ascendente gruesa de Henle (mTAL), posterior a la administracion de BK (Rodriguez
y col., 2004). Diversos autores han sefialado la importancia de este receptor en la
progresion de la fibrosis renal, es asi como se han observado mayores niveles de colageno
intersticial en ratones Knock Out (KO) para el B2R, en comparacién con animales silvestres
tanto en condiciones fisioldgicas como fisiopatologicas (Shantra y col., 2002). El B2R
puede ser antagonizado de manera selectiva mediante un péptido denominado HOE-140

(Tschope y col., 2004).

1.3 Enzima Convertidora de Angiotensina I.

La Enzima Convertidora de Angiotensina | (ECA) es una ectoenzima con un extremo
amino extracelular y un carboxilo terminal intracelular, posee tres a cinco residuos de
serina, uno de los cuales estd ubicado en una regién de 13 aminoacidos altamente
conservada en la region COOH terminal (Ser1270) intracelular. La ECA cataliza la
conversion de Angiotensina | (Ang 1) en Ang Il y la degradacion de BK a BK 1-7 y luego a
BK 1-5. En humanos y roedores se expresan dos formas distintas de ECA, una somaética la
cual es abundante en las células endoteliales del pulmén y rifion (aunque el rifién tiene una

cantidad 5 veces mayor que el pulmon, por mg de peso) y otra isoenzima expresada casi de
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forma exclusiva en testiculos (Fuch y col., 2005). La actividad de la ECA somatica esta
involucrada en la regulacion de la presion arterial ademas de presentar efectos
proliferativos y pro-fibréticos (Fleming y col., 2006).

El gen de la ECA humano se encuentra localizado en el cromosoma 17g23. En 1990, Rigat
y colaboradores describieron un polimorfismo en dicho gen que consistia en la presencia
(insercidn, 1) o ausencia (delecion, D) de un fragmento de 287 pares de bases en el intron
16 del gen de la ECA, con la particularidad de que dicho polimorfismo explicaba un 47%
de la variabilidad fenotipica de ECA plasmatica. Concretamente, se vio que el alelo D se
asociaba a niveles plasmaticos de ECA aumentados. Posteriormente se describié un método
sencillo de deteccion del polimorfismo mediante amplificacion de ADN gendémico por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con partidores especificos. Estudios en familias
han demostrado que el polimorfismo I/D es en realidad un marcador genético que se
encuentra fuertemente ligado a una variante funcional (ECA S/s) cuya identidad molecular
se desconoce. Los niveles plasméticos de ECA tienen una variabilidad intra-individuo muy
baja que contrasta con aquella que se observa inter-individuo que es elevada. Ademas, se ha
demostrado que presentan una concordancia intrafamiliar importante y que estan
determinados genéticamente (Borah y col., 2012).

Asi como en el pasado se establecio que un desbalance entre el SRA y el SCC contribuia a
la génesis y progresion de la hipertension arterial, hoy existe abundante evidencia que
demuestra que el aumento local de Ang 11, contribuye a la lesion tdbulo intersticial renal y a
la progresion del dafio renal (Mezzano y col., 2001). EI aumento de Ang Il se explica por el
aumento de ECA en estos modelos experimentales (Gonzalez-Villalobos y col., 2013).
Concordante con esto, parte importante de los efectos benéficos de los inhibidores de la

ECA (iECA) se explican por la inhibicion en la formacion de Ang I, inhibicion de la
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degradacion de BK, (Cruden y col., 2004; Gainer y col., 1998; Hornig y col., 1997; Squire
y col., 2000; Soski y col., 2013;Taal y Brenner, 2000; Whrigt, 2008), estimulacion del
remodelamiento vascular (Nauli 2011), mejora de la funcién endotelial (Fleming y col.,
2005) y disminucidn en la progresion de la arterioesclerosis (Fleming y col., 2005).

En la actualidad existen estudios en donde se muestra que los iECA interactian de manera
alostérica con los receptores B1 y B2 de BK. Es asi como se ha descrito que los iECA
tienen un efecto agonista con el B1R uniéndose a una molécula de Zn ubicada en el
segundo loop extracelular. Esta interaccion directa de los iECA con el receptor B1 de BK
es consecuente con lo reportado por Erdos en donde plantea que los iECA, incluso en
ausencia de ECA activan al receptor B1l. Algunos estudios han reportado que esta
activacion lleva a la liberacion de 6xido nitrico en células endoteliales de origen humano
via Oxido nitrico sintasa de la misma forma que los agonistas DABK o DACL (Erdos y
col., 2010).

Al analizar la estructura de los receptores ECA y B1, se ha descrito que los cinco
amino&cidos de la secuencia canonica de ECA (HEXXH), contienen sitios de union de
residuos de Zinc en los dominios N y C terminal importantes para la unién de los iECA.
Por otra parte, al analizar la secuencia del segundo loop extracelular del receptor Bl
(HEAWH) descrita como el sitio de union para los agonistas del receptor B1, se evidencia
una alta similitud con la secuencia de la ECA, sugiriendo asi que esta secuencia del

receptor B1 seria el sitio de union de los iECA (Erdos y col., 2010).
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1.4  Ciclooxigenasas

La ciclooxigenasa (COX) o prostaglandina H2 sintasa (PGHS) es una enzima que cataliza
los dos primeros pasos en la biosintesis de las prostaglandinas (PGs) a partir de su sustrato
el acido araquidonico (AA). Estos son la oxidacion del AA a un endopoeroxido ciclico
como PGG; y su posterior reduccién a PGH,. La PGH, es transformada por una serie de
enzimas y mecanismos no enzimaticos en los prostanoides PGE,, PGF,, PGD,, PGl, y
TXA; (Paul y col., 2013).

La actividad de la COX ha sido estudiada en diversos modelos experimentales, y su
secuencia fue clonada en 1988. (Vane y col., 1998). En la década de los 90 se genero el
descubrimiento de una segunda forma de COX, la Ciclooxigenasa-2 (COX-2), (Vane y col.,
1998). Algunos autores han planteado incluso la posibilidad de la existencia de una tercera
isoforma: la COX-3, que se encontraria en el cerebro, mientras que para otros no seria mas
que la COX-2 pero con funciones mas propias de la COX-1 (Kahn y cols. 2012).

La COX-1 desarrolla un papel importante en la sintesis de los prostanoides en condiciones
fisioldgicas, regula la proteccion gastrointestinal, la homeostasis vascular, la hemodinamica
renal y la funcion plaquetaria. EI gen de la COX-1 tiene aproximadamente 22 kb, posee 11
exones y proviene de una duplicacion de un gen comdn. Se encuentra en el cromosoma 9 y
su regién promotora no tiene caja TATA (Rouzer y col., 2009). En la célula, COX-1 se
localiza en el citoplasma o cerca del reticulo endoplasmico. Aunque la COX-1 es
constitutiva en diversos tejidos, sus niveles de expresién fluctian durante el desarrollo. La
estructura proteica de ambas ciclooxigenasas es similar, con una homologia superior al
90%. El peso molecular de la COX-1 es aproximadamente de 69,05 kDa y los examenes

cristalograficos han demostrado diferencias estructurales derivadas de la secuencia de
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aminoacidos. En su estructura se distinguen dos dominios, un dominio se une a las
membranas y esta constituido por cuatro hélices que forman un canal que permite la
entrada del &cido araquiddnico de la membrana al lugar con actividad enzimaética. En esta
region hay dos lugares activos, uno que cataliza la ciclooxigenacion y otro la perooxidacion
(Sidhu y col., 2010; Gierse 2010). Aunque la existencia de varias isoformas de la COX
habia sido postulada a mediados de los afios setenta, no fue hasta comienzo de los noventa
cuando se obtuvieron evidencias concretas de una segunda isoforma de la COX, la cual no
se encuentra presente normalmente en la célula pero se expresa posterior a la exposicion de
la célula a agentes como lipopolisacaridos (LPS) o citocinas proinflamatorias. Bajo estos
antecedentes se denoming a COX-2 la forma inducible y a COX-1 la forma constitutiva
(Mansferrer y col., 1992). La COX-2 posee un gen de menor tamafio, ubicado en el
cromosoma 1, de aproximadamente 8,3 kb y contiene 10 exones. Su region promotora
contiene sitios de unién que reconocen a glucocorticoides, interleucina-6 y a otras
citoquinas (Leclerc y col., 2013). A nivel celular, la COX-2 se encuentra localizada en la
region perinuclear y en la membrana nuclear (Plewka y col., 2013). Diferentes estudios han
demostrado que se expresa constitutivamente en diferentes puntos del aparato genital
masculino y femenino (Plewka y col., 2013), rifion (Vio y col., 1997, 1999, 2001) y durante
procesos relacionados con la ovulacion, implantacion ovular, induccion del parto y
reproduccion (Plewka y col., 2013). Ha sido descrita en diferentes tipos de neuronas (Yun y
col., 2011) y participa en la transformacion cancerosa, en este caso a través de mecanismos
de resistencia a la apoptosis (Roberts y col., 2011), incluso se ha caracterizado la
participacion de la COX-2 en la regeneracion del epitelio gastrico (Rakoff y col., 2007), en
la organogeénesis renal (Dinchuk y col., 1995) y en el desarrollo post-natal renal (Morham y

col., 1995). El mecanismo de accion en estos casos no es simplemente el de la formacion de
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las prostaglandinas sino también el acoplamiento o la interferencia con funciones de otras
proteinas. Su peso molecular es de 69,09 kDa. Estructuralmente la COX-1y la COX-2 son
parecidas, pero el sitio de union para el acido araquidonico es diferente. Su estructura
tridimensional consta de tres dominios independientes: uno similar al factor de crecimiento
epidérmico 2, otro en la membrana y otro en donde se encuentran los dominios enzimaticos
(Abdel-Aziz y cols., 2011).

Ademaés de las diferencias génicas comentadas de distribucion, regulacion, expresion y
estructura, ambas enzimas se activan por diferentes estimulos, utilizando diferentes rutas
celulares (Leclerc y col., 2013; Yun y col., 2011; Fleming 2005).

Dentro de los productos derivados de la COX-2 se encuentra la PGl, y la PGE; las cuales
poseen importantes efectos fisioldgicos. La PGI, es mediadora del efecto antifibrético de
BK (Robertson y col., 2013), vasodilatadora y anti-agregante plaquetaria, lo que explica
porqué su inhibicién aumentaria la incidencia de infarto al miocardio y trombosis arterial
(Rudic y col., 2005). Por otra parte, la PGE; dentro de sus funciones favorece la excrecion
de sodio a nivel renal (Rodriguez y col., 2004) y regula el flujo sanguineo renal resultando

en importantes cambios presores en el sistema cardiovascular (Green y col., 2012).

15  Via MAPK JNK/c-Jun

Las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK), son una familia de enzimas
involucrada en el proceso de transduccion celular posterior a estimulos. Esta familia de
serina/treonina quinasas, desde hace unos afios, ha recibido creciente atencion por su
participacion en la regulacion génica (Saadeddin y col., 2009; Barr y Bogoyevitch, 2001).
Las diferentes MAPKS son activadas por estimulos especificos resultando en la regulacién

de sustratos especificos, por ejemplo: los factores de crecimiento pueden promover la
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activacion de las MAPKSs reguladas por sefiales extracelulares (ERK1/2). Estas quinasas
fosforilan directamente a factores de transcripcion como EIK. Por otra parte, los estimulos
generados por el estrés pueden activar otras tres familias de MAPKSs incluyendo las
MAPKSs grandes (BMK/ERKSD), la proteina quinasa de 38 kDa (p38 MAPK) y la proteina
quinasa c-Jun N-terminal (JNK MAPKSs) (Osaki y col., 2013; Frueh y col., 2013; Lewis y
col., 1998; Widmann y col., 1999).

En particular, es de interés para este trabajo, la via mediada por las MAPKSs del tipo JNK.
Existen tres genes que codifican para JNK MAPK, JNK1 (Derijard y col., 1994), JNK2
(Kallunki y col., 1994) y JNK3 (Gupta y col., 1996), también conocidos como SAPKYy,
SAPKa, SAPKD, respectivamente (Osaki y col., 2013; Kyriakis y col., 1994). JNK1 y JNK2
estdn expresadas de manera ubicua a diferencia de JNK3 que estd restringida
principalmente a los testiculos y al cerebro (Yang y col., 1997). Las distintas isoformas de
JNK MAPK resultan de un splicing alternativo de los tres genes JNK (Osaki y col., 2013,
Gupta y col., 1996).

La activacion de la via JINK MAPK ha sido evaluada por la fosforilacion del factor de
transcripcion c-Jun producto de la fosforilacion de JNK. Esta fosforilacion ocurre en
respuesta a los estimulos extracelulares generados por factores de crecimiento, citoquinas,
estrés celular, hiperosmolaridad, radiacién UV e isquemia reperfusion entre otros (Hah y
col., 2013; Kallunki y col., 1994; Minden y col., 1994). Esta cascada de sefiales comienza
con la activacion de un receptor, para luego reclutar moléculas adaptadoras y asi activar a
las proteinas G. Esto es generalmente seguido por tres o cuatro niveles de proteinas
quinasas. Las MAPKKKKs (GCK, NIK, HPK) fosforilan y activan a las MAPKKKS
(DLK, MLK) las cuales a su vez fosforilan y activan a las MAPKKs (MKK4, MKK7) para

luego esta generar el mismo efecto y activar a las MAPKs (JNKs), las cuales son las
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encargadas de fosforilar y activar proteinas especificas como por ejemplo factores de
transcripcion como c-Jun, ATF2 y EIk1 (Hah y col., 2013; Barr y Bogoyevitch, 2001). c-
Jun acttia en el complejo de la “proteina activadora 1 (AP-1), el cual ha sido implicado en
distintos procesos celulares, como proliferacion, diferenciacion y transformacion entre
otros (Barr y Bogoyevitch, 2001). La actividad de c-Jun en ratas puede ser aumentada
mediante la fosforilacion en las Ser 63 y Ser 73 por INK MAPK (Pulverer y col., 1992). Se
sugiere que estas fosforilaciones aumentan la estabilidad de c-Jun prolongando su vida
media (Musti y col., 1997). c-Jun a su vez puede heterodimerizar con ATF2 el cual es otro
sustrato activado por JNK MAPK llevando a un aumento en la expresion del propio gen de
c-Jun (Van Dam y col., 1995), mostrando asi el control que ejerce INK MAPK a distintos
niveles de sefalizacion.

En estudios realizados en la Gltima década se ha mostrado la relacion que existe entre la
ECA tisular y la via JINK MAPK (Fleming, 2006). Se demostré que la Caseina Quinasa 2
(CK2), una proteina rio arriba de JNK, fosforila a la ECA en la Ser1270 del extremo
carboxilo terminal posterior a la union de un iECA a la ECA. La inhibicién o mutacion de
la CK2 y por tanto la disminucion de su actividad produce un aumento en la unién y
secrecion de la ECA (Fleming, 2006), aunque no es la Unica proteina asociada a la porcién
citoplasmatica de ECA en células endoteliales ya que al realizar experimentos de
inmunoprecipitacion de células que sobreexpresan ECA vy utilizando columnas de afinidad
con péptidos especificos de la porcion citoplasmatica, se demostro la asociacion de la ECA
con proteinas como MKK7, JNK 'y COX-2 (Fleming, 2006).

La unién de los iECA como ramipril o peridonpril a la ECA, aumenta la fosforilacion de la
Ser1270 dependiente de CK2, activando la via JNK lo que resulta en la fosforilacion de c-

Jun y posterior translocacion de este al nucleo. Esta translocacion de c-Jun al nucleo
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aumenta los niveles de factor de transcripcion AP-1 seguido de un aumento en la expresion
de ECA (Fleming, 2006).

Estudios del mismo grupo han descrito la participacion de esta cascada de sefiales en el
aumento de COX-2 en células epiteliales de pulmén y células endoteliales de vena de
cordon umbilical (Fleming, 2005). Los iECA estimulan la via JNK aumentando la
fosforilacion de c-Jun y sucesivamente a AP-1 el cual estimula la expresion de COX-2.
Farmacoldgicamente la via JNK/c-Jun puede ser modulada a través de anisomicina
(activador de la via) y SP600125 (antagonista de la via).

Bajo estos antecedentes entendemos que la homeostasis renal depende de manera
importante de dos sistemas vasoactivos denominados SRA y SCC. Estos sistemas son
regulados mediante la ECA, la cual transforma la Ang | en Ang Il y degrada la BK a BK 1-
5, lo que explica en parte el efecto benéfico que conlleva la administracion de iECA.
Ademaés, entendemos que una enzima importante activada por el SCC es la COX-2, la cual
se ha descrito que posee efectos benéficos a nivel renal e intestinal. Algunos antecedentes
muestran que COX-2 puede ser inducida tras la administracién de un iECA posterior a la
activacion de la via JNK/c-jun, dependiente de la funcion que ejerceria ECA como

receptor.
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Figura 1. Sefalizacion de los iIECA en células endoteliales de vena de corddn
umbilical. La unién de los iECA a la ECA activa una cascada de sefiales que comienza con
la fosforilacion de ECA en la Ser 1270 por accion de CK2. JNK se activa a través de
MKK?7 llevando a la acumulacién de p-c-Jun en el nGcleo y al aumento de la actividad de
AP-1, a su vez este aumento genera un incremento en la expresion de ECA y COX-2 en

celulas endoteliales (Fleming 2006).
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1.6 Hipotesis.

Sobre las evidencias presentadas anteriormente del efecto benéfico mostrado por los iECA

y su participacion en la regulacion de COX-2 se plantea la siguiente hipdtesis general:

La disminucion inducida por lisinopril en la progresion del dafio renal es mediada por
un aumento de COX-2 y PGE; via JNK/c-Jun en un modelo de Insuficiencia Renal

Croénica.

1.7  Objetivo General.

Estudiar si el efecto que posee la administracion de lisinopril sobre los niveles de COX-2 y
PGE, es mediado por la activacion del receptor ECA vy la via JNK/c-Jun y determinar si
este proceso disminuye parcialmente la progresién el dafio renal inducido por la

Nefrectomia 5/6.

1.8  Objetivos Especificos.

Objetivo 1: Evaluar si la disminucion inducida por lisinopril en la progresion de la

enfermedad renal es mediada por COX-2 y PGE;en el rifion de animales con IRC.
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Objetivo 2.- Evaluar si la administracion de lisinopril en animales con IRC produce un
aumento en los niveles de COX-2 y PGE; en el rifion y determinar si este efecto es mediado

por la via INK/c-Jun.

Objetivo 3.- Evaluar el efecto morfofuncional de la inhibicion de la via JNK/c-Jun en

animales con IRC.

Objetivo 4.- Evaluar si la administracion de lisinopril genera un aumento en los niveles de

COX-2 via INK/c-Jun en células mTAL.

Objetivo 5.- Evaluar la expresion de ECA en células mTAL y su participacion en el

aumento de COX-2 dependiente de la administracion de lisinopril.

Objetivo 6.- Estudiar si el aumento de COX-2 por la administracion de lisinopril es
dependiente de los receptores de Bradicinina B1, B2 o angiotensina AT1 en células mTAL.

No fue estudiado, ver resultados preliminares.

Objetivo 7.- Estudiar si el aumento de COX-2 por la administracion de lisinopril es

dependiente de los receptores de Bradicinina B1, B2 o angiotensina AT1 en animales IRC.

No fue estudiado, ver resultados preliminares.
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1 Cultivo Celular.

Se utilizaron células mTAL (células del segmento medular del Asa Ascendente Gruesa de
Henle). Célula donadas por Dr. NR Ferreri (Eng y col., 2007) Estas células fueron
caracterizadas para la expresion de COX-2 posterior a la administracion de BK (Rodriguez
y col., 2004). Las células se cultivaron en medio RPMI 1640, suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB) a 37°C en una atmdsfera humedecida con 5% de CO,, 95% O,.
Cada 2-3 dias los medios de cultivos se reemplazaron con medio de cultivo fresco. Los
cultivos se monitorearon rutinariamente para asegurar que estuvieran libres de
contaminacion por micoplasma, hongos o bacterias. Las células se colectaron al alcanzar un

60-70% de confluencia para luego utilizarlas para Western blot e Inmunofluorescencia.

2.2  Modelo Animal y Analisis Funcional

El manejo de los animales en este estudio se realizd en conformidad con los “Guiding
Principles in the Care and Use of the Laboratory Animals” adoptados por la American
Physiological Society. Los procedimientos fueron aprobados por el comité de Etica y

Cuidado de Animales de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile (PUC).

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley (200-250 g) las cuales se dividieron en dos
grupos experimentales: Cirugia simulada (Sham) y sometidas a Nefrectomia 5/6 (Nx 5/6)
(en una primera etapa se ligan dos de las tres ramas arteriales que entran al rifion izquierdo,
lo que produce la muerte del tejido de los polos de dicho rifion. Posterior a 7 dias se

extirpa el rifion derecho). EI modelo desarrolla hipertension arterial e Insuficiencia Renal
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Cronica al cabo de 4 semanas. Posterior al desarrollo de la patologia los animales se
trataron diariamente por 4 semanas con los distintos fArmacos. Los animales recibieron
agua ad libitum y comida controlada (25 g/dia en adultas) dieta con un contenido normal de
sodio (0,3% sodio) y de potasio (0,5% potasio) bajo condiciones de luz y temperatura
controlada en el Bioterio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (PUC).

24 horas antes del sacrificio se colectd orina mediante jaula metabdlica y durante el
sacrificio se extrajeron muestras sanguineas para medir creatinina sérica. La creatinina
sérica se midié mediante autoanalizador Beckmann. Las proteinas urinarias se cuantificaron
con el método de Bradford (Read, 1981).

Como anestesia de corta duracion se utilizé ketamina: xylazina (25:2,5 mg/kg, i.p.). Como
analgesia post quirargica se utilizé Ketoprofeno (2 mg/kg) o Buprenorfina (0,04 mg/kg) por
3 dias y se superviso la evolucion de la rata durante las primeras 72 horas post cirugia. El
sacrificio de los animales se realizé por sobredosis de ketamina: xylazina. Cada grupo
experimental fue de 5 animales. Las drogas de absorcién oral se administraron por sonda
bucogastrica (Gavage) y las drogas subcutaneas se administraron mediante la implantacion

de una bomba de infusiéon Alzet.

2.3 Estudio Morfoldgico.

Los rifiones se extrajeron bajo anestesia ketamina: xylazina (25:2,5 mg/kg, i.p.) para los
estudios morfologicos y bioquimicos. Todas las muestras de tejidos se codificaron y se

estudiaron sin conocer los codigos (blind observer).

Las tinciones utilizadas para el estudio morfolégico fueron Hematoxilina Eosina, la cual

estd fundamentada para la descripcion del tejido histolégico bajo las distintas condiciones
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experimentales. El colorante hematoxilina tifie estructuras basofilas (nicleo) en color azul-

violeta, mientras que la eosina tifie componentes acidofilos (citoplasma) de color rosado.

Brevemente, para la tincion de HE los tejidos se desparafinaron e hidrataron en agua
destilada, luego se tifieron por 2 minutos en hematoxilina de Bayer, se basificaron por 10
minutos en agua corriente. Posteriormente, se tifieron con eosina acuosa por 1 minuto, se

deshidrataron, aclararon y montaron.

Se utilizé la tincion de Sirius Red, la cual est4 basada en la tincion de las fibras de colageno
a través del colorante rojo sirio en una solucién saturada de &cido picrico al 1%. El
colageno se tifie de color rojo y el citoplasma de color amarillo. Para la tincién con Sirius
Red, los tejidos se desparafinaron e hidrataron en agua destilada, luego se colocaron por 2
minutos en acido fosfomolibdico al 0,2%, se lavaron en agua destilada y luego se incubaron
en sirius red al 1% en &cido picrico saturado por 45 minutos. Por Gltimo, los cortes se
lavaron en HCI 0,1N por 2 minutos para luego ser deshidratados, aclarados y montados en

la resina sintética Permount® (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA).

2.4 Inmunohistoquimica e Inmunofluorescencia para Microscopia Optica.

Los cortes de tejido fijados en Bouin e incluidos en paraplast (6-7 pum), se incubaron
sucesivamente en: antisuero de conejo contra el antigeno deseado (OPN 1:50, ED-1 1:100,
COX-2 1:500) por 24 h., suero de cabra anti-lgG de conejo 1:20 por 30 min., complejo
peroxidasa antiperoxidasa de conejo (1:150) por 30 min., tincion con 3-3‘-
diaminobencidina en buffer Tris pH 7,6 e hidroperdxido. Para la inmunofluorescencia se

utilizaron ALEXA Fluor 568. Los anticuerpos utilizados funcionan en el fijador Bouin o en
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Formalina al 10%.

2.5  Electroforesis e “immunoblotting”.

Se prepararon geles de SDS poliacrilamida segin el método de Laemmli para separar las
muestras por peso. Una vez separadas, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, la
cual se tratd con leche descremada para bloquear los sitios de union inespecificos y luego
con el anticuerpo deseado. El segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa se revelo

mediante quimioluminiscencia. Se utilizo anticuerpo anti 3-actina como control de carga.

2.6 Andlisis Morfométrico.

Los antigenos a estudiar se marcaron por Inmunohistoquimica (IHQ), luego se realizé una
medicion del area total del corte y del area correspondiente a la proteina en estudio
obteniendo el 4rea total de la proteina expresandolo en pm?. Las células se caracterizaron
de acuerdo al antigeno que presentaron (COX-2 y Osteopontina). Para la tincion de Sirius
Red se realiz6 una medicion total de area del corte y una medicion del area de la tincion de
color rojo obteniendo un area total de la tincion expresado en um?. Se define el umbral de
tincién rojo en base al animal Sham quien expresa colageno de manera constitutiva.
(Shanstra y col., 2002). Las proteinas ED-1 y c-Jun fueron analizadas en base a las células
positivas por campo. Los campos son equivalentes a 64.400 pm? para el aumento 40X y
25.760 um? para el aumento 100X. Las imagenes de las figuras histolégicas son un area
representativa del campo cuantificado. Para el analisis morfométrico cuantitativo de

microscopia de luz, se uso el software “C-Imaging”.
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2.7 Farmacos.

Se utilizaron diferentes fa&rmacos con la finalidad de poder modular las distintas variables a

analizar.

Lisinopril: Es un inhibidor de la Enzima Convertidora de Angiotensina | (IECA) activo por
via oral. Se utiliza para el tratamiento de la Hipertension, Insuficiencia Cardiaca, Infarto,
Nefropatia Diabética entre otras. Quimicamente es el éster del enalaprilato con la lisina. En
la mayor parte de los pacientes el lisinopril y enalapril son equivalentes. Las propiedades
farmacoldgicas del lisinopril son similares a las de los deméas iECAs. A diferencia del
enalapril, lisinopril no es un pro-farmaco, sino que es activo como tal. El lisinopril posee un
efecto antihipertensivo lento, pero una vida media mayor que el enalapril y captopril, por lo
que se recomienda dosis Unicas diarias. (Goa y col., 1997). Se utilizé en concentracion de
50 nM a 1 uM en células mTAL. En animales se administr6 en una dosis de 10 mg/kg/dia,

mediante Gavage (Ahny col., 2012).

Anisomicina: Es un antibiético, inhibidor de la sintesis proteica el cual estimula el estrés
celular dependiente del reticulo endoplasmatico. Se ha descrito como un potente dador de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Es ampliamente utilizado como activador de la via
JNK/c-Jun (Croons y col., 2009). En células mTAL se utiliz en concentracion de 1 uM y
en animales se administré en dosis de 10 mg/kg/dia mediante Gavage (Jonkman y col.,

2009).

SP600125: Es un inhibidor competitivo reversible de la Caseina Kinasa 2 proteina rio

36



arriba de JNK, que puede ser desplazado por ATP. Se ha caracterizado por su alta
capacidad para inhibir la fosforilacion de JNK (20 veces mayor que otros antagonistas) y
por ende su activacion. Se ha reportado que puede inhibir la transcripcion de genes de la
respuesta inflamatoria como IL-2, IFN-y y TNF-a, entre otros (Bennett y col., 2009).

En células mTAL se utiliz6 en concentracion de 5 uM y en animales se administré en dosis

de 30 mg/kg/dia mediante Gavage. (Bennett y col., 2009).

Celecoxib: es un inhibidor altamente selectivo de la enzima COX-2, teniendo una
selectividad 20 veces mayor por la COX-2 que por la COX-1 y por lo tanto, inhibe la
produccién  de prostaglandinas. Es metabolizado por via laenzima citocromo
P450 CYP2C9. Gran parte del farmaco es excretado por orina en forma de metabolitos, y el
14% es excretado por heces, sin cambios. Su vida media es de unas 11 horas (McCormack
PL, 2011).

En animales se administrd en dosis de 20 mg/kg/dia mediante Gavage (Vio y col., 2012).

Meclofenamato: Es un antiinflamatorio no esteroidale (AINE) capaz de inhibir las COXs.
Inhibe tanto COX-1, como COX-2. Ademas, se ha descrito que antagoniza de manera
directa los efectos de las Prostaglandinas (PGs) compitiendo por la unién a sus receptores
(Clarck y col., 1999).

En animales se administrd en dosis de 5 mg/k/dia mediante Gavage (Opay y col., 2006).

Losartan: Es un antihipertensivo tipo ARA 1l (antagonista de los receptores AT1 de Ang Il

y sinérgico con los receptores AT2). Se absorbe bien por via oral, pero sufre un importante
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efecto de primer paso hepatico, por lo que su biodisponibilidad es s6lo del 33%, y alcanza
su Crax al cabo de 1 h. Se une en un 99% a proteinas plasméticas y se biotransforma
rdpidamente en el higado por el citocromo P450 (CYP 3A4 y CYP 2C9); el 14% de la dosis
administrada se convierte en un metabolito activo, su derivado 5-carboxilico, denominado
E-3174. Este alcanza su Cnax al cabo de 2-4 horas y presenta una depuracion renal mas
lenta (0,4 frente a 1,1 ml/s) y una vida media mas prolongada (9 h) que el losartan, por lo
que es responsable de muchas de las acciones de éste. Este farmaco es utilizado en el
tratamiento de enfermedades renales y cardiovasculares (Zaiken y col., 2013).

En células mTAL se utilizé en concentracion de 2 uM y en animales se administro en dosis

de 40 mg/k/dia mediante Gavage. (Alvarez y col., 2002).

HOE-140: Es un decapéptido sintético que se une selectivamente al receptor B2,
antagonizando los efectos de BK (Wirth y col., 1991). En células mTAL se utiliz6 en
concentracion de 1 uM y en animales se administré en dosis de 0,5 mg/kg/dia mediante

bomba de infusion subcutanea Alzet (Tschope y col., 2004).

Des-Arg-Leu-8: Antagonista selectivo del receptor B1 de BK. Este es un antagonista
competitivo por el receptor. Se ha mostrado que la unién de este péptido inhibe la
sefializacion celular dependiente del receptor B1 (Vianna y col., 1998). En células mTAL
se utilizo en concentracion de 0,5 uM y en animales se administrd en dosis de 20 pg/kg/dia

mediante bomba de infusién subcutanea Alzet (Rupnaj y col., 1997).

Des-Arg-BK: Agonista selectivo del receptor B1 de BK, se ha descrito su union a la
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secuencia del segundo loop extracelular del receptor B1 (HEAWH) (Erdos y col., 2010). En

células mTAL se utilizé en dosis concentracion de 40-200 nM (Gougat y col., 2004).

2.8 Andlisis Estadistico.

Se utilizo andlisis de varianza (ANOVA) de una via para comparaciones entre grupos
seguido por el test de Tukey. Todos los valores se expresaron como promedio + error
estandar (EE). Se consideraron valores de *P<0,05, **P<0,005, ***P<0,001 para indicar
una diferencia significativa. Los test estadisticos se realizaron con el software Prism de

GraphPad, versién 5.0 para Mac (Graphpad Software, Inc., San Diego, CA., USA).
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3. DISENO EXPERIMENTAL.

3.1 Evaluar si la disminucién inducida por lisinopril en la progresion de la

enfermedad renal es mediada por COX-2 y PGE;en el rifién de animales con IRC.

Para llevar a cabo este objetivo se utilizaron ratas macho Sprague Dawley de 200g, las
cuales se sometieron a Nx 5/6 para generar IRC. Con el fin de evaluar el papel benéfico que
pudiera poseer COX-2 en la enfermedad renal se utilizaron los siguientes grupos
experimentales: Sham; IRC; IRC + lisinopril (10 mg/kg/dia); IRC + celecoxib (20
mg/kg/dia) e IRC + lisinopril (10 mg/kg/dia) + celecoxib (20 mg/kg/dia). Del mismo modo
para descartar un papel que pudiera estar ejerciendo COX-1 en la enfermedad renal, se
realizaron los siguientes grupos experimentales: Sham; IRC; IRC + lisinopril (10
mg/kg/dia); IRC + meclofenamato (5 mg/kg/dia) e IRC + lisinopril (10 mg/kg/dia) +
meclofenamato (5 mg/kg/dia). Se incluyeron animales Sham + lisinopril (10 mg/kg/dia);
Sham + meclofenamato (5 mg/kg/dia) y Sham + celecoxib (20 mg/kg/dia).

Se recolectaron muestras de sangre y orina antes del sacrificio para evaluar la
Creatininemia y Creatininuria. La estructura renal se evalio mediante tincion de HE. Se
utilizé tincion de colageno total (Sirius Red) para evaluar fibrosis. De la misma forma se

realiz6 IHQ para Osteopontina y Macréfagos (ED-1) para evaluar infiltracion.

3.2  Estudiar en animales con IRC, si la via JNK/c-Jun se activa posterior a la

administracion de lisinopril.

Para responder a este objetivo se utilizaron ratas macho Sprague Dawley de 200-250g de

las cuales un grupo fue sometido a Nx 5/6 para generar IRC y el otro grupo fue operado de
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manera simulada (Sham). Los animales se dividieron en grupos mas pequefios para
someterlos a distintos tratamiento: Sham; Sham + lisinopril (10 mg/kg/dia); IRC e IRC +
lisinopril (10 mg/kg/dia). La activacion de la via se evalué midiendo, en lisados de rifion
completo, la fosforilacion de JNK (p-JNK (Tyrl85)) y c-Jun (p-c-Jun (Ser63)) con

anticuerpos especificos.

3.3  Evaluar si la administracion de lisinopril a animales con IRC produce un
aumento en los niveles de COX-2 y PGE; renales y determinar si este efecto es

mediado por la via INK/c-Jun.

Para desarrollar este objetivo se utilizaron ratas macho Sprague Dawley 200-250g., a las
cuales se les administraron distintas combinaciones de tratamientos: Sham; Sham +
lisinopril (10 mg/kg/dia ); Sham + anisomicina (activador de la via JNK/c-Jun, 10 mg/kg) ;
Sham + SP600125 (antagonista de la via JNK/c-Jun, 30 mg/kg/dia); IRC; IRC + lisinopril
(10 mg/kg/dia); IRC + SP600125 (30 mg/kg/dia); IRC + anisomicina (10 mg/kg); IRC
+lisinopril (100 mg/kg/dia) + SP600125 (30 mg/kg/dia); IRC + lisinopril (10 mg/kg/dia) +
anisomicina (10 mg/kg/dia), e IRC + SP600125 (30 mg/kg/dia) + anisomicina (10
mg/kg/dia). Estos animales se sacrificaron, se les extrajo los rifiones para ser analizados a
través de Western blot e Inmunohistoquimica evaluando asi el nivel proteico de COX-2.

Los niveles urinarios de PGE; se midieron mediante un inmunoensayo enzimatico (EIA).

34 Evaluar el efecto morfofuncional de la inhibicion de la via JNK/c-Jun en

animales con IRC.

Este objetivo evaluo el posible desmedro de la funcion y estructura renal generado por la
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inhibicién de JNK, para lo cual se utiliz6 SP600125. Los grupos experimentales fueron los
siguientes: Sham; Sham + SP600125 (30 mg/kg/dia); IRC; IRC + SP600125 (30
mg/kg/dia). Se recolectaron muestras de sangre y orina antes del sacrificio para evaluar la
Creatininemia y Creatininuria. La estructura renal se evalio mediante tincion de H-E. Se
utilizo tincion de col&geno total (Sirius Red) para evaluar fibrosis. De la misma forma se

realiz6 IHQ para Osteopontina y Macrdfagos (ED-1) para evaluar infiltracion.

35 Estudiar la activacién de la via INK/c-Jun a través de la fosforilacion de INK

posterior a la administracion de lisinopril en células mTAL.

Para responder este objetivo se utilizé células mTAL (células inmortalizadas del Asa de
Henle), las cuales se dividieron en tres grupos experimentales. Células mTAL (control);
células mTAL + lisinopril (100 nM) y células mTAL + vehiculo (Suero Fisioldgico). La
activacion de la via se evaluo por la medicion de la fosforilacion de INK (p-JNK (Tyr185))

y ¢-Jun (p-c-Jun (Ser63)) utilizando anticuerpos especificos.

3.6 Evaluar si la administracion de lisinopril genera un aumento en los niveles de

COX-2 via INK/c-Jun en células mTAL.

Para desarrollar este objetivo se utilizaron células mTAL, las cuales se dividieron en
distintos grupos experimentales: mTAL (control); células mTAL + lisinopril (100 nM);
celulas mTAL + SP600125 (5 uM); células mTAL + anisomicina (1 uM); células mTAL +
lisinopril (100 nM) + SP600125 (5 uM); células mTAL + lisinopril (100 nM) +
anisomicina (1 pM) y células mTAL + SP600125 (5 uM) + anisomicina (1 uM). En estos

distintos grupos experimentales se analizaron los niveles proteicos de COX-2, a través de
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Western blot.

3.7 Evaluar la expresion de ECA como receptor en células mTAL y su

participacion en el aumento de COX-2 dependiente de la administracion de lisinopril.

Para caracterizar la expresion de ECA en células mTAL, se lisaron células control y
tratadas con lisinopril (100 nM) y se evaluo el nivel proteico de ECA mediante la técnica de
Western blot. Se utilizaron como controles positivos animales sometidos a los modelos Nx

5/6 y Goldblatt (Hipertension Reno-vascular).

3.8  Estudiar la participacion de los receptores de Bradicinina Bl, B2 vy
angiotensina AT1 en el aumento de COX-2 inducido por la administracién de

lisinopril célula mTAL.

Con el objetivo de evaluar la participacion de los receptores B1, B2 y AT1 en el aumento
de COX-2 dependiente de la administracion de lisinopril, se realizaron los siguientes
grupos experimentales: células mTAL control, células mTAL + lisinopril (100 nM); células
mTAL + HOE-140 (antagonista del receptor B2 de BK, 1 uM); células mTAL + Des-Arg-
Leu-8 (Leu-8) (antagonista del receptor B1 de BK, 0,5 uM); células mTAL maés losartan
(antagonista del receptor AT1 de Ang Il, 2 uM); células mTAL maés lisinopril (100 nM) +
HOE-140 (1 uM); células mTAL + lisinopril (100 nM) + Leu-8 (0,5 uM) y celulas mTAL
+ lisinopril (100 nM) + losartan (2 uM). Estos distintos grupos experimentales se

analizaron a través de Western blot para evaluar los niveles proteicos de COX-2.
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3.9 Estudiar la participacion de los receptores de Bradicinina Bl, B2 y
angiotensina AT1 en el aumento de COX-2 inducido por la administracion de

lisinopril en animales IRC.

Con el fin de determinar si el aumento de COX-2 producido por la administracion de
lisinopril es dependiente de los receptores involucrados en los SRA y SCC, se
antagonizaron de manera selectiva los receptores B1, B2 y AT1. Se realizaron los
siguientes grupos experimentales: Sham, IRC, IRC + lisinopril (10 mg/k/dia); IRC + HOE-
140 (500 ug/k/dia); IRC + losartan (40 mg/k/dia); IRC + Leu-8 (20 pg/k/dia); IRC +
lisinopril (10 mg/k/dia) + HOE 140 (500 ug/k/dia); IRC + lisinopril (10 mg/k/dia) +
losartan (40 mg/k/dia); IRC + lisinopril (10 mg/k/dia) + Leu-8 (20 pg /k/dia).

Se recolectaron tejidos renales con el objetivo de evaluar mediante Western blot los niveles

proteicos de COX-2.
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4. RESULTADOS

Objetivo 1: Evaluar si la disminucion inducida por lisinopril en la progresion de la

enfermedad renal es mediada por COX-2 y PGE;en el rifién de animales con IRC.

4.1  Lisinopril aumenta la Velocidad de Filtracion Glomerular (VFG) en animales
con IRC, este efecto es prevenido tras la administracion de celecoxib y

meclofenamato.

Para evaluar el papel que tendria COX-2 y PGE; en la prevencion de la progresién del dafio
renal obtenido tras la administracién de lisinopril (10 mg/kg/dia) posterior a la Nx 5/6, los
animales se trataron con celecoxib (20 mg/kg/dia) un inhibidor especifico de COX-2, o con
meclofenamato (5 mg/kg/dia) un inhibidor genérico de las COXs. Los animales con IRC
mostraron valores de VFG (0,46 £ 0,13 ml/min) menores a los de los animales Sham (1,26
+ 0,27 ml/min) corroborando asi la patologia renal (disminucion de mas del 50% de la
VFG) (Flores y col., 2009), por otra parte animales con IRC que recibieron tratamiento con
lisinopril (0,95 + 0,07 ml/min) presentaron valores de la VFG significativamente mayores
que los animales IRC pero no de los animales Sham. Este efecto observado fue prevenido
en animales con co-administracién de celecoxib (0,58 + 0,14 ml/min) o meclofenamato
(0,52 £ 0,25 ml/min) respectivamente. Los animales IRC tratados solo con celecoxib (0,40
* 0,04 ml/min), meclofenamato (0,29 £ 0,13 ml/min) o celecoxib mas meclofenamato (0,44
+ 0,16 ml/min) no presentaron una VFG significativamente diferente a la de los animales
IRC. En todos los grupos experimentales la VFG fue significativamente menor que la de

los animales Sham, corroborando que aunque la condicion patologica de los animales
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tratados con lisinopril mejora, esta no alcanza a ser semejante a la condicion Sham. P<

0,05. (Figura 1).
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Figura 1: Clearance de creatinina en animales sometidos a Nx 5/6 tratados con
lisinopril, celecoxib o meclofenamato. La creatinina fue cuantificada en plasma y orina de
los diferentes grupos como se describe en “métodos”. La depuracion de creatinina se
calcula de acuerdo a la formula: (Creatinina orina x volumen colectado)/ (Creatinina
plasma x tiempo de coleccion). L: lisinopril, C: celecoxib, M: meclofenamato. Las barras
representan el promedio = EE para las diferentes muestras.*P< 0,05, **P< 0,005, ***P<

0,001. +++P<0,001 vs. Sham. Anélisis estadistico; ANOVA, post-hoc test Tukey. (n=4).
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4.2  La administracion de lisinopril disminuye la excrecién urinaria de proteinas,

este efecto es prevenido tras la administracion de celecoxib y meclofenamato.

Los animales con IRC presentaron un aumento significativo de la excrecion urinaria de
proteinas (61,9 + 12,5 mg/16hrs) en comparacién con los animales Sham (19,9 + 3,28
mg/16hrs). Sin embargo, cuando los animales con IRC se trataron con lisinopril la
proteinuria (27,0 £ 9,75 mg/16hrs) no presentd diferencias significativas en relacion a los
animales Sham. Por el contrario, la proteinuria en los animales IRC tratados con lisinopril
mas meclofenamato (55,0 + 11,72 mg/16hrs) o lisinopril mas celecoxib (45,6 + 14,62
mg/16hrs) no presentd diferencias significativas en comparacion a los animales IRC. Por
otra parte, la proteinuria de los animales IRC tratados con celecoxib (69,6 + 11,84
mg/16hrs), meclofenamato (61,3 £ 4,97 mg/16hrs), o la combinacién de celecoxib més
meclofenamato (87,66 + 12,01 mg/16hrs) no fue estadisticamente diferente a la de los
animales IRC (Figura 2).

Tanto la VFG como la excrecion urinaria de proteinas corroboran que los animales con IRC
tratados con lisinopril presentaron una menor progresion de la enfermedad renal tras ser
sometidos a Nx 5/6 en comparacion con los animales sin tratamiento, efecto que fue

prevenido con la administracion de celecoxib y meclofenamato.
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Figura 2: La inhibicion de COX-2 y PGE; aumentan de manera significativa la
excrecion de proteinas urinarias en animales IRC tratados con lisinopril.
Cuantificacion de Proteinas urinarias por el método de Bradford. L: lisinopril, C: celecoxib,
M: meclofenamato. Las barras representan el promedio £ EE para las diferentes muestras.
**P< (0,005. «P< 0,05. *++P< 0,001 vs Sham Analisis estadistico; ANOVA, post-hoc test

Tukey. (n=4).
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43 La administracion de lisinopril disminuye los niveles del factor
quimioatrayente Osteopontina en los animales con IRC. Este efecto es prevenido tras

la administracion de celecoxib y meclofenamato.

Al evaluar el factor quimioatrayente de macréfagos Osteopontina (OPN) mediante IHQ, en
animales Sham se encontrd expresado en bajas cantidades en el nefron distal y el Asa
Ascendente Gruesa de Henle. En animales con IRC esta expresion aumentd de forma
considerable en Asa Ascendente y tubulos renales, este aumento no presenté cambios por la
administracion de celecoxib y meclofenamato. En contraste, animales tratados con
lisinopril presentaron una menor distribucién de OPN siendo semejante a lo observado en
los animales Sham vy diferenciandose ampliamente de los animales IRC. La co-
administracion de lisinopril mas celecoxib o meclofenamato previno los efectos observados
por la administracion de lisinopril, presentandose un aumento en la expresion de OPN en
zonas tubulares (Figura 3A).

Al cuantificar las areas de tincién de Osteopontina se observo que los animales con IRC
(6.523 + 1970 pm?) presentaron un area significativamente mayor en comparacion con los
animales Sham (1.417 + 216 pum?). Los animales IRC tratados con lisinopril (2.537 + 850
um?) presentaron un area significativamente menor que los animales con IRC, este efecto
fue prevenido al co-administrar celecoxib (5.147 + 1832 um?) o meclofenamato (4.938 +
1173 umz) siendo semejante a la condicién IRC. Al administrar celecoxib (5.649 + 1474
um?2), meclofenamato (5.728 + 2136 pm?) o la combinacién de celecoxib més
meclofenamato (6.225 + 1605 um®) no se observaron diferencias significativas en el area en

relacién a los animales IRC (Figura 3B).
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Figura 3 A: Lisinopril disminuye el factor quimioatrayente Osteopontina en los
animales con IRC. Este efecto es prevenido tras la inhibicion de la COX-2 y PGE,.

IHQ para OPN. IRC: Insuficiencia Renal Cronica, L: lisinopril, C: celecoxib, M:

meclofenamato. Barra de escala 100 um. (n=4).
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Figura 3 B: Cuantificacion Morfométrica del factor quimioatrayente Osteopontina. El
area de la tincion para OPN se cuantifico con el software “C-Imaging”. L: lisinopril, C:
celecoxib, M: meclofenamato. Las barras representan el promedio + EE para las diferentes
muestras.*P< 0,05 vs IRC. «P< 0,05, «sP< 0,005, *s«P< 0,001 vs Sham. Analisis

estadistico; ANOVA, post-hoc test Tukey (n=4).
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4.4  La administracion de lisinopril disminuye la infiltracién de macréfagos en los
animales con IRC. Este efecto es prevenido tras la administracion de celecoxib y

meclofenamato.

Con la finalidad de estudiar el rol inflamatorio dentro de esta patologia y la implicancia de
COX-2 y PGE,, se cuantificé el factor ED-1, el que es un marcador especifico para
macrofagos, evaluando de esta manera la infiltracion bajo las distintas condiciones
experimentales.

Se observo que todas las condiciones presentaron una mayor cantidad de macréfagos en
relacién a los animales Sham. Sin embargo, los animales tratados con lisinopril presentaron
un menor nimero de estos en relacion a la condicion IRC. Dicho efecto fue prevenido al
co-administrar lisinopril mas celecoxib o lisinopril mas meclofenamato. Los animales IRC
tratados con celecoxib, meclofenamato o celecoxib mas meclofenamato mostraron una
infiltracion de macrofagos similar a la de los animales IRC. (Figura 4A).

Al realizar la cuantificacion de estos macréfagos se observé que todas las condiciones
experimentales presentaron un aumento significativo en relacion a los animales Sham (2 £
1,4 células ED-1 (+) por campo), pero los animales IRC tratados con lisinopril (18 £ 3,0
células ED-1 (+) por campo) presentaron una disminucion significativa en relacion a los
animales IRC (47 + 6,2 células ED-1 (+) por campo). La disminucion de esta infiltracidn
observada con la administracion de lisinopril se previno con la co-administracion de
celecoxib (37 * 4,3 células ED-1 (+) por campo) o meclofenamato (39 + 5,1 células ED-1

(+) por campo) (Figura 4B).
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La administracién de celecoxib (35 + 4,0 células ED-1 (+) por campo), meclofenamato (42
+ 4,6 células ED-1 (+) por campo) o celecoxib mas meclofenamato (57 * 8,8 células ED-1
(+) por campo), no produjo cambios significativos con respecto a lo observado en los
animales IRC. (Figura 4B). Estos resultados son concordantes con la disminucion del factor

quimioatrayente OPN.
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Figura 4 A: Lisinopril disminuye la infiltraciéon de Macrdfagos en animales con IRC.
Este efecto es revertido tras la inhibicion de COX-2 y PGE,. IHQ para ED-1. L:

lisinopril, C: celecoxib, M: meclofenamato. Barra de escala 100 um. (n=4).
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Figura 4 B: Cuantificacion Morfométrica de Células ED-1 positivas por campo. L:
lisinopril, C: celecoxib, M: meclofenamato. Las barras representan el promedio = EE para
las diferentes muestras. *P< 0,05, **P< 0,005, ***P< 0,001. *P< 0,05, *=*P< 0,001 vs

Sham. Analisis estadistico; ANOVA, post-hoc test Tukey. (n=4).
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45 La administracién de lisinopril disminuye el colageno intersticial en los
animales con IRC. Este efecto es prevenido tras la administracion de celecoxib y

meclofenamato.

Los animales con IRC presentaron abundantes depoésitos de coldgeno intersticial en
comparacion con los animales Sham. Por otra parte, los animales con IRC tratados con
lisinopril presentaron niveles de colageno intersticial menores que los observados en los
animales IRC, siendo semejantes a los de los animales Sham. La co-administracion de
celecoxib y meclofenamato previno la disminucion del colageno intersticial logrado con el
tratamiento con lisinopril. Los animales IRC tratados con celecoxib y meclofenamato
presentaron niveles de colageno similares a los animales IRC sin tratamiento (Figura 5A).

Al cuantificar la tincion de Sirius Red mediante morfometria se pudo observar que los
animales de los grupos IRC (8.009 + 555 pm?) presentaron niveles de colageno intersticial
significativamente mayores en comparacion con los observados en animales Sham (3.962 +
367 um?). Los niveles de colageno intersticial en los animales IRC tratados con lisinopril
(4.288 + 691 um?) fueron significativamente menores en comparacién con los animales
IRC. Este efecto fue prevenido tras la co-administracién de celecoxib (7.914 + 1036 um?) y
meclofenamato (7.341 + 632 pm?). Los animales con IRC a los cuales se les administro
celecoxib (8.930 + 1140 um?) y meclofenamato (7.738 + 1093 pm?) no presentaron una
disminucion significativa de los depositos de colageno intersticial en relacion a los

animales con IRC (P<0,001) (Figura 5B).
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Figura 5 A: La inhibicion de COX-2 y PGE; previene la disminucién en los niveles de
colageno intersticial inducido por lisinopril en animales con IRC. Tincion de Sirius Red

en cortes renales fijados en Bouin. L: lisinopril, C: celecoxib; M: meclofenamato. Barra de

escala 100 um. (n=4).
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Figura 5 B: Cuantificacion Morfometrica del colageno intersticial. El area de la tincion
para colageno se cuantificd con el software “C-Imaging. L: lisinopril, C: celecoxib, M:
meclofenamato. Las barras representan el promedio + EE para las diferentes muestras.
**P< 0,005, ***P< 0,001. <+P< 0,001 vs Sham. Analisis estadistico; ANOVA, post-hoc

test Tukey. (n=4).
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Objetivo 2.- Evaluar si la administracion de lisinopril en animales con IRC produce
un aumento en los niveles de COX-2 y PGE; en el rifién y determinar si este efecto es

mediado por JNK.

46  La administracion de lisinopril aumenta la expresion proteica de COX-2 en

animales con IRC.

Para este objetivo en las mismas ratas utilizadas para el objetivo anterior, se evalud el nivel
proteico de COX-2 en homogenizados de rifion. Los resultados muestran que tras la
administracion de lisinopril (10 mg/kg/dia) por 4 semanas a las ratas con IRC, aumentaron
de manera significativa los niveles proteicos de COX-2 (1,98 + 0,42 veces de Sham) en
comparacion con animales Sham (1.00) e IRC (1,35 £ 0,18 veces de Sham) (P< 0,05)
(Figura 6). De la misma forma se puede observar que la distribucion de células positivas
para COX-2 por Asa Ascendente de Henle fue mayor en los animales tratados con lisinopril

en comparacion con los animales Sham e IRC (Figura 6).
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Figura 6: Efecto de lisinopril sobre los niveles proteicos de COX-2 en animales con
IRC. Se separaron por electroforesis las proteinas de homogenizados de rifiones de los
animales con los diferentes tratamientos. Bajo el grafico se muestran western blots
representativos para COX-2 y B-actina que fue utilizada como control de carga. L:
lisinopril. Las barras representan el promedio + EE para las diferentes muestras. *P< 0,05.

+«P< 0,005 vs Sham. Analisis estadistico; ANOVA, post-hoc test Tukey. (n=4).
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Figura 7: Lisinopril aumenta la distribucion de COX-2 en el Asa Ascendente de Henle
en cortes de rifion de ratas con IRC. Se realizd inmunohistoquimica para COX-2 en
cortes de rifion fijados en Bouin, utilizando el método de PAP, siendo contrastada con

Hematoxilina (columna de la izquierda). Para la inmunofluorescencia se utilizd Alexa Fltor

568 (columna de la derecha). L: lisinopril. Barra de escala 100 um. (n=4).
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4.7  Lisinopril aumenta los niveles proteicos y fosforilados de JNK/c-Jun en

animales con IRC.

Con la finalidad de identificar el mecanismo por el cual lisinopril aumenta los niveles
proteicos de COX-2 y su efecto benéfico en la progresion del dafio renal, se evaluo la
participacion de la via JNK/c-Jun. Los animales con IRC se trataron con lisinopril (10
mg/kg/dia) durante 4 semanas mediante gavage para evaluar su efecto sobre los niveles de
JNK en sus formas fosforilada y total, ademas de la proteina rio abajo c-Jun en sus formas
fosforilada y total. La administracion de lisinopril gener6 un aumento significativo en el
nivel de proteina total de JNK (2,01 £ 0,25 veces de Sham) (Figura 8A) y en los niveles de
p-JNK (2,16 + 0,44 veces de Sham) (Figura 8B) en relacion a los animales Sham (1,00) y a
los animales con IRC no tratados (JNK: 0,83 + 0,08 veces de Sham) (Figura 8A), (p-JNK:
0,90 £ 0,19 veces de Sham) (Figura 8B). Por otra parte, se observo que los animales IRC
tratados con lisinopril presentaron niveles significativamente mas altos de c-Jun (1,76 *
0,16 veces de Sham) en comparacion con los animales Sham (1,00) (P<0,001) y animales
con IRC (1,01 £ 0,10 veces de Sham) (P< 0,05) (Figura 9A). De la misma forma, se puede
observar que los niveles de p-c-Jun en los animales tratados con lisinopril (2,00 = 0,10
veces de Sham) aumentaron de manera significativa en relacion a los animales Sham (1,00)
y animales con IRC (1,19 + 0,13 veces de Sham) (Figura 9B). Estos resultados demuestran
que los niveles proteicos de JNK y de c-Jun son modulados por lisinopril en animales con

IRC.
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Figura 8: Expresion proteica de JNK y p-JNK en animales con IRC. Efecto de
lisinopril sobre los niveles proteicos de la via JNK/c-Jun. Efecto de lisinopril en los
niveles proteicos de JNK (A) y p-JNK (B). Sobre los gréaficos se muestran western blots
representativos para JNK y p-JNK. Se usé B-actina como control de carga. L: lisinopril. Las
barras representan el promedio + EE para las diferentes muestras. ***P< 0,001. ¢esP<

0,001 vs Sham. Analisis estadistico; ANOVA, post-hoc test Tukey. (n=4).
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Figura 9: Expresion proteica de c-Jun y p-c-Jun en animales con IRC. Efecto de

lisinopril sobre los niveles proteicos de la via JNK/c-Jun. Efecto de lisinopril en los

niveles de la proteina total de c-Jun (A) y su forma fosforilada (B) en homogeneizados de

riidn de animales con diferentes tratamientos. Sobre el grafico se muestran western blots

representativos para c-Jun, p-c-jun y B-actina usada como control de carga. L: lisinopril.

Las barras representan el promedio + EE para las diferentes muestras. ***P< 0,001 vs IRC.

+«eP< 0,001 vs Sham. Anélisis estadistico; ANOVA, post-hoc test Tukey. (n=4).
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4.8 La administracion de lisinopril aumenta la cantidad de células p-c-Jun

positivas por campo en animales con IRC.

Para corroborar el aumento en los niveles proteicos obtenidos mediante la técnica de
Western blot y para evaluar la localizacion de las células que expresan los componentes de
la via, se realiz6 inmunohistoquimica para p-c-Jun. Se cuantificd la cantidad de células
positivas para p-c-Jun por campo en cortes de rifiones de rata. En los animales IRC tratados
con lisinopril (14,4 = 6,1 células p-c-Jun (+) por campo) se observdé un ndmero
significativamente mayor de células p-c-Jun positivas por campo en comparacion con los
animales Sham (1,6 + 1,2 células p-c-Jun (+) por campo) y animales sometidos a IRC (2,4
+ 1,2 células p-c-Jun (+) por campo) (Figura 10B) (P<0,001). La marca de p-c-Jun esta
localizada en el nucleo de las células tubulares sugerentes de Asa de Henle. No se aprecid

marca de p-c-Jun en intersticio o alguna otra estructura celular (Figura 10A).
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Figura 10: Distribucion de p-c-Jun en cortes histoldgicos de rifién de rata de animales
sanos y con IRC. Efecto de lisinopril sobre la distribucion de p-c-Jun. (A) Se muestran
inmunohistoquimicas representativas para los niveles de p-c-Jun. Flecha indica célula
positiva para p-c-Jun. En B se muestra la cuantificacion de las células p-c-Jun positivas por
campo. L: lisinopril. Las barras representan el promedio + EE para las diferentes muestras.
***P< (0,001 vs IRC, *+*P< 0,001 vs Sham. Analisis estadistico; ANOVA, post-hoc test

Tukey. Barra de escala 100 um. (n=4).
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4.9  El aumento proteico de COX-2 es dependiente de la via INK/c-Jun en animales

Shamy con IRC.

Una vez caracterizado el efecto de lisinopril sobre los niveles de COX-2 y la via JNK/c-
Jun, se evalud si el aumento de COX-2 es dependiente de la via JNK/c-Jun. Mediante
Western blot e IHQ se observo que los animales tratados con anisomicina (activador de la
via JNK/c-Jun) (2,32 + 0,45 veces de Sham), al igual que aquellos tratados con lisinopril
(2,08 + 0,18 veces de Sham), presentaron niveles proteicos de COX-2 significativamente
mayores en comparacion con los animales Sham (1,00) e IRC (0,91 £ 0,10 veces de Sham)
(P<0,001). La COX-2 en los animales que recibieron simultaneamente anisomicina mas
SP600125 (antagonista de la via JNK/c-Jun) (1,27 £ 0,10 veces de Sham) o lisinopril mas
SP600125 (1,00 £ 0,07 veces de Sham) no presentaron diferencias significativas con los
animales Sham e IRC previniendo de manera significativa el aumento observado con los
tratamientos individuales, demostrando asi que el aumento de COX-2 es dependiente de la
via JINK/c-Jun (P<0,05) (Figura 11A).

De igual forma que se utilizaron animales con IRC se evalud el efecto de lisinopril,
anisomicina y SP600125 en animales Sham. Los animales tratados con lisinopril (2,13 £
0,13 veces de Sham) y anisomicina (2,00 + 0,12 veces de Sham) aumentaron de manera
significativa los niveles proteicos de COX-2 en comparacion con animales Sham (1,00) y

tratados con SP600125 (1,01 + 0,25 veces de Sham) (P< 0,001) (Figura 11B).
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Figura 11: Efecto de SP600125 en los niveles proteicos de COX-2 en animales Sham e
IRC tratados con lisinopril o anisomicina. Las proteinas de los homogenizados de rifién
de rata de los diferentes grupos se separaron por electroforesis y la banda correspondiente a
COX-2 se cuantificd por densitometria. Sobre el grafico se muestran western blots
representativos para COX-2 y B-actina usada como control de carga. L: lisinopril, A:
Anisomicina, SP: SP600125. Las barras representan el promedio + EE para las diferentes

muestras, **P< 0,005, ***P< 0,001. «=«P< 0,001 vs Sham. Analisis estadistico; ANOVA,

post-hoc test Tukey. (n=4).
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Mediante IHQ se evalud la distribucién de COX-2 en los animales Sham, IRC y bajo los
distintos tratamientos experimentales (Figura 12A). A nivel histolégico se encontrd la
tincion para COX-2 en el Asa de Henle en donde el nimero de células por Asa fue mayor
en los animales tratados con lisinopril y anisomicina que en los animales Sham e IRC. En
los animales co-tratados con lisinopril mas SP600125 o anisomicina mas SP600125 se
observo un nimero de células tefiidas menor que en animales a los que se les tratd con
lisinopril o anisomicina de forma individual (Figura 12A).

La cuantificacion del &rea inmunotefiida muestra que en los animales tratados con
anisomicina (3.776 + 534 um?) al igual que lo observado con lisinopril (4.018 + 421 um?),
las areas de tincion de COX-2 fueron significativamente mayores que en los animales Sham
(1.417 + 216 um?) o IRC (637 + 143 um?) respectivamente (P<0,001) (Figura 12B).

Los niveles de COX-2 en animales tratados con lisinopril mas SP600125 (1.496 + 484 um?)
0 anisomicina mas SP600125 (1.004 + 151 um?) fueron significativamente menores que a
los observados en animales con los tratamientos individuales (P<0,05) (Figura 12B).

Estos experimentos corroboran lo observado mediante Western blot.
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Figura 12 A: Efecto de SP600125 sobre la distribucién de COX-2 en el tejido renal de
animales con Nx 5/6, en respuesta a lisinopril o anisomicina. Se realiz
inmunohistoquimica para COX-2 utilizando el método de PAP y siendo contrastada con

Hematoxilina. L: lisinopril, A: anisomicina, SP: SP600125. Barra de escala 100 um. (n=4).
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Figura 12 B: Cuantificacion Morfométrica de la expresion proteica de COX-2. Efecto
de anisomicina y SP600125 sobre los niveles proteicos de COX-2. El érea de las células
tefiidas para COX-2 se cuantificO con el software “C-Imaging”. L: lisinopril, A:
anisomicina. SP: SP600125. Las barras representan el promedio + EE para las diferentes
muestras. ***P< 0,001. «=+P< 0,001 vs Sham. Analisis estadistico; ANOVA, post-hoc test

Tukey. (n=4)
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4.10 El aumento de PGE; generado por lisinopril es dependiente de la via JNK/c-

Jun en animales con IRC.

Uno de los productos primarios del metabolismo del acido araquidonico es la PGE,, la cual
tiene directa relacion con los niveles de COX-2. Debido a que la PGE; tiene una vida media
aproximada de 30 segundos, se utiliza un metabolito estable derivado de la PGE;, para
cuantificar los niveles de ésta en la orina de los animales. EI metabolito utilizado es 13, 14-
dihidro-15-keto PGE; y es directamente proporcional a la concentracion de PGE;. Los
resultados mostraron que los niveles de este metabolito no se modificaron
significativamente en animales IRC (1,71 = 0,15 ng/16 hrs.) en comparacion con los
animales Sham aun cuando se observé una disminucién (2,98 + 1,06 ng/16 hrs.) (P>0,05).
De igual forma los animales tratados con lisinopril (3.50 + 1,10 ng/16 hrs) y anisomicina
(2,87 + 0,85 ng/16 hrs) no presentaron diferencias significativas en los niveles de 13,14-
dihidro-15-keto PGE; con la condicion Sham (2,98 + 1,06 ng/16 hrs.), pero presentaron
niveles de 13,14-dihidro-15-keto PGE; significativamente superiores a los animales con
IRC (1,71 £ 0,15 ng/16 hrs.). Al co-administrar SP600125 (2,15 £+ 0,74 ng/16 hrs) se
observo una disminucién en los niveles de 13, 14-dihidro-15-keto PGE;, en comparacion
con la administracion individual de lisinopril o anisomicina (Figura 13).

Estos experimentos demuestran que la administracién de lisinopril aumenta los niveles de

COX-2 y PGE; por un mecanismo mediado por la via JNK/c-Jun.
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Figura 13: Excrecion Urinaria de 13, 14-dihidro-15 keto PGE; en animales sometidos
a Nx 5/6. Inmunoensayo Enzimaético para la cuantificacion de un metabolito de PGE,,
13,14-dihydro-15-keto PGE,. L: lisinopril, A: anisomicina, SP: SP600125. Las barras
representan el promedio + EE para las diferentes muestras. *P< 0,05, vs IRC. Anlisis

estadistico; ANOVA, post-hoc test Tukey. (n=4).
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Objetivo 3.- Evaluar el efecto Morfofuncional de la inhibicién de la via INK/c-Jun.

411 La administracion de lisinopril mejora la estructura renal y la VFG de los

animales con IRC. Este efecto es mediado por la via INK/c-Jun.

Como ya fue descrito en este estudio, la administracion de lisinopril disminuye la
progresion de la enfermedad renal, efecto que fue prevenido con la inhibicion de COX-2 y
PGE,. Por otra parte para poder caracterizar que este efecto es también dependiente de la
via JNK/c-Jun se evalu6 farmacoldgicamente el efecto de la inhibicién o activacion de la
via sobre los parametros fisioldgicos renales. Animales sometidos a Nx 5/6, mostraron una
VFG (0,53 £ 0,11 ml/min) significativamente menor que la de los animales Sham (1,44 +
0,05 ml/min), evidenciando asi la patologia renal. Los animales con IRC que recibieron el
tratamiento con lisinopril (0,88 + 0,10 ml/min), anisomicina (0,84 + 0,16 ml/min) o la co-
administracion de lisinopril mas anisomicina (0,84 + 0,07 ml/min), presentaron una VFG
significativamente mayor en comparacion con los animales IRC (P<0,005). Los animales
tratados con SP600125 (0,41 + 0,08 ml/min) no presentaron diferencias significativas en
relacion a los animales con IRC. Los animales a los que se les tratd con la co-
administracion de lisinopril m&s SP600125 (0,46 + 0,05 ml/min) o anisomicina mé&s
SP600125 (0,40 = 0,15 ml/min), presentaron una VFG significativamente menor que la de
aquellos grupos con los tratamientos individuales con lisinopril o anisomicina (Figura 14).

El resultado de este experimento sugiere que la regulacion de la via INK/c-Jun inducida por
lisinopril y anisomicina previene parcialmente la disminucion en la velocidad de filtracion
glomerular consecuente del modelo de dafio estudiado, efecto antagonizado por la

administracién de SP600125.
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Figura 14. La disminucion parcial de la velocidad de filtracion glomerular en
animales con IRC es mediada por la via JNK/c-Jun. La creatinina fue cuantificada en
plasma y orina como se describe en “métodos”. La depuracion de creatinina se calcula de
acuerdo a la férmula: (creatinina en orina x volumen colectado)/ (creatinina en plasma x
tiempo de coleccion). L: lisinopril, A: anisomicina, SP: SP600125. Las barras representan
el promedio + EE para las diferentes muestras. ***P< 0,001. *+P< 0,001 vs Sham. Analisis

estadistico; ANOVA, post-hoc test Tukey. (n=4).
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Al realizar el andlisis histologico mediante la tincion de HE, se evidencid que los animales
con IRC presentaban marcados signos de dafio estructural como: dilatacion tubular,
hipertrofia glomerular, pérdida del ribete en cepillo en los tubulos proximales y depésito
tubular de proteinas. En los animales tratados con lisinopril, anisomicina o lisinopril més
anisomicina, se observd menor grado de dilatacion tubular, glomérulos de tamafio
fisiologico y un menor grado de depoésitos de proteina. A diferencia de lo anterior, los
animales tratados con SP600125 eran semejantes en estructura histoldgica a los animales
con IRC. Cuando se co-administrd lisinopril mas SP600125 o anisomicina mas SP600125,
los animales presentaron alteraciones semejantes a aquellas descritas para los grupos IRC o

IRC més SP600125. (Figura 15).
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Figura 15: La disminucion parcial del dafio estructural en animales con IRC es
mediada por la via JNK/cJun. Lisinopril y anisomicina disminuyen el dafio observado en

cortes histolégicos en ratas IRC. Tincion de Hematoxilina Eosina. L: lisinopril, A:

anisomicina, SP: SP600125. Barra de escala 100 um. (n=4).
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4.12 La administracion de lisinopril disminuye el factor quimioatrayente

Osteopontina en los animales con IRC. Este efecto es mediado por la via INK/c-Jun.

Al evaluar el factor quimioatrayente de macrofagos Osteopontontina (OPN) mediante
inmunohistoquimica, se puede evidenciar su expresion en las distintas condiciones
experimentales. En los animales Sham se encontrd expresada en bajas cantidades en el
nefron distal y el Asa Ascendente Gruesa de Henle. En animales con IRC su distribucion
aumentd de forma considerable en asa ascendente y tubulos renales, lo cual no fue diferente

en animales IRC tratados con SP600125.

Por otra parte, animales tratados con lisinopril, anisomicina o lisinopril mas anisomicina,
presentaron una menor distribucion OPN, asemejandose a lo observado en los animales

Sham y diferenciandose ampliamente de los animales IRC (Figura 16A).

Al cuantificar las areas de localizacion de OPN se observo que los animales con IRC (4.018
+ 421 pm?) e IRC més SP600125 (4.472 + 977 um?), presentaron éreas significativamente
mayores en comparacion con los animales Sham (1.524 + 185 um?). Los animales tratados
con lisinopril (1.788 + 1.040 um?), anisomicina (2.007 + 1.061 um?) o lisinopril més
anisomicina (1.424 + 1.009 pm?), presentaron areas significativamente menores en relacién
a los animales con IRC. En los animales a los que se les co-administré lisinopril mas
SP600125 (3.996 + 903 um?) o anisomicina méas SP600125 (4.254 + 489 um?), el area de
OPN fue mayor a los observado en los animales tratados sélo con lisinopril o anisomicina

(Figura 16B).
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Figura 16 A: La disminucion del factor quimioatrayente Osteopontina en animales
con IRC es mediado por la via INK/c-Jun. Inmunohistoquimica para OPN. L: lisinopril,

A: anisomicina, SP: SP600125. Barra de escala 100 um. (n=4).
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Figura 16 B: Cuantificacion Morfométrica del factor quimioatrayente Osteopontina.
El area de la tincion para osteopontina se cuantifico con el software “C-lmaging”. L:
lisinopril, A: anisomicina, SP: SP600125. Las barras representan el promedio = EE para las

diferentes muestras.*P< 0,05. «sP< 0,005, *=sP< 0,001 vs Sham. Analisis estadistico;

ANOVA, post-hoc test Tukey (n=4).
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413 La administracién de lisinopril disminuye el colageno intersticial en los

animales con IRC. Este efecto es mediado por la via INK/c-Jun.

Mediante la tincién de Sirius Red, se evalud la cantidad de colageno total bajo las distintas
condiciones experimentales. Se ha descrito que un aumento del colageno intersticial es
consecuente con la progresion de la enfermedad renal (Shantra y col., 2002). Los animales
con IRC presentaron abundantes depoésitos de colageno intersticial al igual que los animales
IRC tratados con SP600125. Esta condicion no se observé en los animales tratados con
lisinopril, anisomicina, o lisinopril més anisomicina pese a que presentan alteraciones
renales estructurales. Los animales con co-administracion de lisinopril mas SP600125 o
anisomicina mas SP600125 presentaron niveles de colageno intersticial semejantes a los de
los animales IRC y mayores a los de los animales con el tratamiento individual de lisinopril
0 anisomicina. (Figura 17A).

Al cuantificar las areas de tincion de colageno obtenidas con Sirius Red, se observé que los
animales IRC (8.250 + 193 um?® presentaron niveles de colageno intersticial
significativamente mayores en comparacion con los observados en animales Sham (3.847 £
527 um?). Los depésitos de colageno intersticial en los animales IRC tratados con lisinopril
(4.137 + 620 um?), anisomicina (4.801 = 630 um?) o la combinacién de lisinopril mas
anisomicina (3.940 + 2507 um?) fueron significativamente menores en comparacién con
los animales IRC. En los animales a los que se les co-administré lisinopril mas SP600125
(7.341 + 632 pm?) o anisomicina méas SP600125 (7.828 + 1010 um?) los niveles de los
depdsitos de colageno intersticial fueron significativamente mayores a los observados con

la administracion individual de lisinopril o anisomicina (P<0,001). Por ultimo, no se
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observaron cambios significativos en los animales IRC tratado solo con SP600125 (8.497 +
542 um?) en comparacién con los animales IRC (Figura 17B).
Estos experimentos muestran que el efecto obtenido con la administracién de lisinopril en

la estructura y funcion renal son dependientes tanto de la via JNK/c-Jun como del aumento

en los niveles de COX-2 y PGE..
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Figura 17 A: La disminucion del factor del colageno intersticial en animales con IRC
es mediado por la via JNK/c-Jun. Tincién de Sirius Red. L: lisinopril, A: anisomicina,

SP: SP600125. Barra de escala 100 um. (n=4).
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Figura 17 B: Cuantificacion Morfométrica del colageno intersticial. El area de la
tincion para coldgeno se cuantifico con el software “C-Imaging”. L: lisinopril, A:
anisomicina, SP: SP600125. Las barras representan el promedio + EE para las diferentes

muestras. ***P< 0,001. +=+P< 0,001 vs Sham. Analisis estadistico; ANOVA, post-hoc test

Tukey. (n=4)
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Objetivo 4.- Evaluar si la administracion de lisinopril genera un aumento en los

niveles de COX-2 via JNK/c-Jun en células mTAL.

4.14 La administracion de lisinopril aumenta los niveles proteicos de COX-2 en
células mTAL.

Para evaluar si la via de sefializacion propuesta in vivo se podia replicar en un tipo de célula
renal, se utilizaron células medulares del Asa Ascendente Gruesa de Henle (mTAL) y se
evaluaron objetivos semejantes a los evaluados in vivo.

En primer lugar se evalud la participacion de COX-2 en la via activada por lisinopril, las
células mTAL se sometieron a diferentes condiciones experimentales. Primero se realizo
una curva concentracion respuesta a lisinopril y se evalto el nivel proteico de COX-2 (50
nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1 uM). Se observo que a 50 nM (0,86 + 0,12 veces del
control) no hubo cambios significativos en comparacion con la condicién control (1,00)
(P>0,05) a diferencia de las concentraciones de 100 nM (1,92 + 0,22 veces del control),
250 nM (1,83 + 0,13 veces del control) y 500 nM (1,59 %= 0,21 veces del control)
(P<0,001), en donde se observd un aumento significativo en comparacion a las células
control (P<0,05). De los niveles de COX-2 en células estimuladas con 1 uM de lisinopril
(1,33 £ 0,08 veces del control) aunque aumentaron, no presentaron diferencias
significativas con la condicién control. De forma analoga, las condiciones de 100 nM, 250
nM, 500 nM y 1 uM no presentan diferencias significativas entre si (Figura 18A).

En base a la observacion microscopica mediante inmunofluorescencia se pudo observar que
el numero de células positivas para COX-2 fue mayor en las condiciones de 100 nM y 250
nM en relacion a la condicidn control. Las condiciones de 500 nM y 1 uM no presentaron

diferencias significativas en relacion a las concentraciones de 100 nM y 250 nM de
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lisinopril (Figura 18B).

Basado en estos resultados se estableciéo 100 nM de lisinopril como la concentracion con
mayor efecto en células mTAL, ademés es concordante con lo descrito en la literatura en
relacion a las concentraciones de lisinopril utilizadas en cultivo celular (Saijonmaa y col.,

1998).
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Figura 18: Lisinopril aumenta los niveles de COX-2 de manera significativa en dosis
igual o superior a 100 nM hasta 500 nM. A: Curva concentracion respuesta de niveles de
COX-2 tras la administracion de lisinopril por 24 horas en células mTAL. El gréfico
muestra la densitometria del western blot de COX-2 para la curva dosis respuesta, bajo este
se muestra un western blot representativo. Se utiliz6 como control de carga B-Actina. B:
Inmunofluorescencia para COX-2, Verde: COX-2, Azul: Tincion nuclear DAPI. Las barras
representan el promedio + EE para las diferentes muestras. ***P< 0,001 vs 50 nM, eeeP<
0,001 vs control. Analisis estadistico; ANOVA, post-hoc test Tukey. Barra de escala 100

um. (n=3).
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4.15 La administracion de lisinopril aumenta los niveles proteicos de JNK y p-JNK

en células mTAL.

Con la finalidad de caracterizar en células mTAL el mecanismo por el cual lisinopril
aumenta los niveles de COX-2 y al igual que in vivo se cuantificaron los niveles proteicos
de INK y p-JNK. Se realizé una curva concentracion respuesta (50 nM, 100 nM, 250 nM,
500 nM, 1 uM) y se evalto el nivel proteico de JNK y p-JNK 24 horas después
respectivamente. La administracion de 50 nM (1,18 + 0,13 veces del control) no presenta
cambios significativos en los niveles proteicos de JNK en comparacion con la condicion
control (1,00) a diferencia de las concentraciones de 100 nM (2,29 + 0,06 veces del
control), 250 nM (2,51 + 0,20 veces del control ), 500 nM (2,36 + 0,24 veces del control) y
1 uM (2,21 £ 0,22 veces del control), donde se observé un aumento significativo (P<0,001)
(Figura 19A).

Al evaluar los niveles proteicos de p-JNK se observo que la administracion de 50 nM (1,40
+ 0,11 veces del control) de lisinopril no presentdé un aumento significativo en relacion a la
condicién control (1,00) (P>0,05). La administracion de 100 nM (2,21 + 0,30 veces del
control), 250 nM (2,25 veces del control + 0,20), 500 nM (2,44 veces del control +0,25)y
1 uM (2,23 £ 0,28 veces del control) de lisinopril respectivamente, presentaron aumentos

significativos en relacién a la condicién control (P<0,001) (Figura 19B).
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Figura 19: Efecto de lisinopril en los niveles proteicos de JNK y p-JNK en células
MTAL. Las células se estimularon con diferentes concentraciones de lisinopril por 24 horas
y se cuantificd por Western blot los niveles de JINK (A) y p-JNK (B). Bajo los graficos se
muestran western blots representativos. Se utilizd B-Actina como control de carga. Las

barras representan el promedio + EE para las diferentes muestras. ***P< 0,001 vs control.

Anadlisis estadistico; ANOVA, post-hoc test Tukey. (n=3).

90



4.16 Anisomicina aumenta los niveles proteicos de la via JNK/c-Jun. Este efecto es

prevenido con la administracion de SP600125 en células mTAL.

Al igual como se describi6 in vivo, se utilizaron herramientas farmacoldgicas que
permitieran demostrar la participacion de la via JNK/c-Jun en el efecto de lisinopril. Para
ello se utilizé anisomicina y SP600125 en células mTAL en periodos de incubacion de 24
horas.

Se pudo observar que al tratar las células mTAL con los distintos farmacos se producen
cambios en el nivel proteico total de JNK. Las células tratadas con lisinopril (2,13 £ 0,37
veces del control), anisomicina (2,14 + 0,19 veces del control) y lisinopril més anisomicina
(2,07 = 0,24 veces del control) aumentan de manera significativa los niveles proteicos
totales de JNK en comparacion con las células control (1,00) y las tratadas con SP600125
(1,27 + 0,17 veces del control) (P<0,05). La co-administracion de lisinopril mas SP600125
(1,50 £ 0,34 veces del control) no presentd cambios significativos en relacion a las células
control (Figura 20A).

Con respecto a los niveles proteicos de p-JNK, las células tratadas con lisinopril (2,88 +
0,24 veces del control) y anisomicina (2,59 + 0,29 veces del control) aumentaron la
fosforilacion de JINK de manera significativa en comparacién con las células control (1,00),
efecto que no se observo con la administracion de SP600125 (0,94 + 0,11 veces del
control). Al co-administrar lisinopril méas anisomicina (2,61 + 0,09 veces del control) no se
observo una diferencia significativa con la administracion individual de estos farmacos. La
co-administracion de lisinopril mas SP600125 (0,89 + 0,14 veces del control) previno de
manera significativa el aumento de p-JNK observado con la administracion individual de

lisinopril (P<0,05) (Figura 20B). Estos resultados son consistentes con lo descrito in vivo
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donde de igual forma se observd un aumento significativo en p-JNK y JNK al tratar los

animales con lisinopril.
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Figura 20. Lisinopril y anisomicina aumentan de manera significativa los niveles de

JIJNK 'y p-JNK. A y B muestran la densitometria de los niveles proteicos de INK y p-JINK

respectivamente, sobre estos graficos se muestran western blots representativos para ambas

condiciones. Se utiliz6 como control de carga B-Actina Total. L: lisinopril, A: anisomicina,

SP: SP600125. Las barras representan el promedio + EE para las diferentes muestras. *P<

0,05, **P< 0,005, ***P< 0,001. «=sP< 0,001 vs control. Analisis estadistico; ANOVA,

post-hoc test Tukey. (n=3).
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Al estudiar por inmunofluorescencia los niveles de p-c-Jun se observa que las células
tratadas con lisinopril (8,2 £ 1,3 células (+) por campo) o anisomicina (6,5 + 1,2 células (+)
por campo), presentan una mayor distribucién de marca positivas por campo en
comparacion con las células control (1,7 £ 0,9 células (+) por campo) o con las tratadas
solo con SP600125 (2,0 £ 1,4 células (+) por campo). Al co-administrar lisinopril mas
anisomicina (6,8 £ 1,9 células (+) por campo) no se observa un aumento al observado para
cada uno de forma independiente, sin embargo, en células tratadas con lisinopril mas
SP600125 (3.5 £ 2,0 células (+) por campo) se observd una disminucién en el nimero de
células por campo comparado con lisinopril por si solo. Como era de esperar, la
inmunofluorescencia sugiere una localizacién nuclear de p-c-Jun (Figura 21 Ay B).

La administracion de lisinopril aument6 los niveles proteicos de JNK y la distribucion de
células p-c-Jun positivas por campo al igual como lo hace anisomicina, el activador de la
via utilizado como control positivo. Estos resultados son consistentes con lo observado en

los experimentos in vivo.
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Figura 21: Lisinopril y anisomicina aumentan de manera significativa las células p-c-
Jun (+) por campo. A: Inmunofluorescencia para p-c-Jun en células mTAL. Se muestran
fotos representativas de cada tratamiento. La flecha indica células mTAL con marca
positiva para p-c-Jun. Barra de escala 100 um. B: Cuantificacion de células positivas para
p-c-Jun por campo en células mTAL. L: lisinopril, A: anisomicina, SP: SP600125. Las
barras representan el promedio + EE para las diferentes muestras. **P< 0,005, ***P<
0,001. ««P< 0,005, «=sP< 0,001 vs control. Analisis estadistico; ANOVA, post-hoc test

Tukey. (n=4).
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4.17 El aumento en los niveles proteicos de COX-2 es dependiente de la via INK/c-

Jun.

Para evaluar el efecto que tendria la activacion o inhibicién de la via JNK/c-Jun sobre los
niveles proteicos de COX-2, células mTAL se incubaron con anisomicina y lisinopril en
presencia 0 ausencia de SP600125 durante 24 horas y luego se realiz6 Western blot e
inmunofluorescencia para COX-2. Se observo que tras la administracion de lisinopril (2,85
+ 0,28 veces del control), anisomicina (2,75 £ 0,16 veces del control) o lisinopril mas
anisomicina (2,42 + 0,28 veces del control), aumentaron de manera significativa los niveles
proteicos de COX-2 en comparacion con las células control (1,00) y las células tratadas con
SP600125 (1,38 £ 0,41 veces del control) (Figura 22A) (P<0,001).

La cuantificacién proteica obtenida se corrobor6 con los niveles observados en la
inmunofluorescencia, en donde se evidencio niveles proteicos de COX-2 mas altos en las
células tratadas con lisinopril y anisomicina, en comparacion con las células control y
tratadas con SP600125 (Figura 22B).

Estos resultados demuestran que el aumento de los niveles proteicos de COX-2 en células
mMTAL tras la administracion de lisinopril o anisomicina son dependiente de la via JNK/c-
Jun y son consistentes con lo observado en los experimentos in vivo donde se observé un

efecto similar de anisomicina y SP600125 sobre los niveles proteicos de COX-2.
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Figura 22 A: El aumento en los niveles proteicos de COX-2 es dependiente de la via
JNK/c-Jun. EIl gréafico representa los niveles proteicos de COX-2 posterior a la
administracion de los distintos tratamientos. Sobre el gréfico se muestran western blots
representativos para COX-2 y B-Actina utilizada como control de carga. L: lisinopril, A:
anisomicina, SP: SP600125. Las barras representan el promedio + EE de las densitometria
de COX-2 en las diferentes muestras. ***P< 0,001. e=sP< 0,001 vs control. Analisis

estadistico; ANOVA, post-hoc test Tukey. (n=3).
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Figura 22 B: Inmunofluorescencia de COX-2: Efecto en células mTAL de la via
JNK/c-Jun en COX-2. Inmunofluorescencia para COX-2 en células mTAL fijadas en

etanol. Verde: COX-2, Azul: Tincién nuclear DAPI. Barra de escala 100 um. (n=4).
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Objetivo 5.- Evaluar la expresion de ECA como receptor en células mTAL y su

participacion en el aumento de COX-2 dependiente de la administracion de lisinopril.

4.18 Evaluacion de presencia de ECA en células mTAL

Con la finalidad de evaluar la participacion de la ECA como el receptor responsable de la
sefializacion celular activada por lisinopril, se evalué mediante Western blot la presencia de
esta proteina en células mTAL. Mediante los estudios realizados no se detecto la presencia
de ECA en este tipo celular. Como controles positivos se utilizaron muestras de animales
Sham (1,00) sometidos a modelos experimentales Nx 5/6, (1,54 + 0,08 veces de Sham) y
Goldblatt (1,45 + 0,08 veces de Sham), en donde se sabe que ECA estd expresada
(P<0,001) (Figura 23).

Este resultado cambia parcialmente la hipétesis de trabajo en donde se plante6 que el efecto
generado por lisinopril sobre los niveles de JNK/c-Jun y COX-2 era dependiente de la
ECA. Sin embargo los efectos observados por lisinopril en los niveles de JNK/c-Jun y
COX-2 se sostienen aun no siendo posible detectar ECA en nuestro modelo.

En base a estos resultados se planted un nuevo objetivo de trabajo que propone caracterizar
el receptor involucrado en la sefializacion dependiente de lisinopril. Como ANEXO al final

de la Tesis se encuentran resultados preliminares relacionados con estos objetivos.
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Figura 23: Expresion proteica de ECA en diferentes modelos experimentales. El
grafico representa los niveles proteicos de ECA en rifion de los distintos modelos
experimentales. Densitometria de ECA, sobre el grafico se muestran western blots
representativos para ECA y B-Actina utilizada como control de carga. Sham: Cirugia
simulada, IRC: Insuficiencia Renal Cronica, Gb: Modelo Goldblatt. Las barras representan
el promedio + EE para las diferentes muestras. ***P< 0,001 vs mTAL. *P< 0,05, «*P<

0,005 vs Sham. Analisis estadistico; ANOVA, post-hoc test Tukey. (n=3).
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5. DISCUSION

5.1 Caracterizacion de la Via in vitro

En los ultimos afios, un gran ndmero de publicaciones hacen referencia a los efectos
benéficos que genera la administracion de iIECAs en pacientes con alteraciones renales
severas (Heerspink y col., 2013; Mancini 2000). Muchos de esos efectos han sido
atribuidos a distintos mecanismos: aumento en los niveles de BK (Schanstra col., 2002) y
por ende natriuresis, inhibicion de la proliferacion celular, estimulacién de colagenasas e
inhibicién de la fibrosis ventricular, renal y vascular (Schanstra col., 2002) o bien
disminucion en los niveles de Ang Il, lo que trae consigo una disminucion de moléculas
pro-inflamatorias (MCP-1, RANTES, OPN), disminucion de la proliferacion celular, la
sintesis de colageno y la fibrosis renal (Mezano y col., 2001). En esta Tesis, hemos
caracterizado un mecanismo independiente a los mencionados con anterioridad, el cual se
basa en el aumento de la enzima Ciclooxigenasa-2. Esta enzima juega un papel importante
en la reparacion del dafio epitelial intestinal (Fukata y col., 2007), implantacién y
ovulacion, desarrollo perinatal renal y vascular, desarrollo en etapas especificas del
linfocito T (Smith y col., 2001), la secrecion de renina a través del aumento de PGE; via
receptor EP4 (Chen y col., 2010), la retroalimentacion tabulo glomerular (Ichihara y col.,
1999) y la excrecion de sodio (Rodriguez y col., 2000). El efector a nivel renal de la
activacion de esta enzima es principalmente la PGE,, la cual ha sido relacionada con
diversos efectos benéficos como por ejemplo el aumento en la excrecion de sodio,

(Rodriguez y col., 2004) y la regulacion del flujo sanguineo medular (Green y col., 2012).
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Este estudio muestra que tanto en células inmortalizadas del Asa Ascendente Gruesa de
Henle (mTAL), como en animales con IRC inducida por Nx 5/6, la administracion de
lisinopril, un iIECA, aumenta significativamente los niveles proteicos de COX-2 de manera
concentracion dependiente. El aumento observado en los niveles de COX-2 es dependiente
de la via JINK/c-Jun en células mTAL, puesto que al bloguear con SP600125, un inhibidor
de la activacion de JNK, el efecto de lisinopril sobre COX-2 es prevenido de manera
significativa y al administrar anisomicina, un activador de la via, se observa un efecto
similar al de lisinopril en los niveles de COX-2, efecto que también es inhibido por
SP600125. Por otra parte, la actividad basal de la via JINK/c-Jun no parece relevante en los
modelos utilizados ya que la administracion de SP600125 no afecta los niveles de INK y c-
Jun en la condicion control o en animales IRC sin tratamiento adicional, concordando
parcialmente con lo descrito por el grupo de Fleming.

Existen diferencias relevantes entre los resultados de Fleming y los presentados en este
estudio. Fleming describe un aumento de p-JNK y no de JNK en su modelo in vitro
mientras que en este trabajo se sugiere un aumento no solo de forma fosforilada sino
también de la proteina total. Esto puede deberse a que en los experimentos de Fleming las
células eran estimuladas por dos horas con ramipril lo que describe un efecto agudo; a
diferencia de nuestro modelo donde la estimulacién es por 24 horas con lisinopril lo que
puede describirse como un efecto cronico.

Ademas, ensayos de inmunofluorescencia para p-c-Jun en células mTAL en presencia de
lisinopril y anisomicina, mostraron una localizacion nuclear, consistente con observaciones
de otros autores donde se describe que la fosforilacion de c-Jun promueve su traslocacion al

nucled y su funcion como factor de trascripcion (Juhész y col., 2013).
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Originalmente en este trabajo se planted que lisinopril podria sefializar a través de ECA, la
cual, segun los trabajos de Fleming (2006), puede actuar como receptor. En esos estudios se
caracterizé que la unién de los iIECA, como ramipril o peridonpril, a la ECA aumenta la
fosforilacion de la Ser1270 dependiente de CK2, activando JNK lo que resulta en la
fosforilacion de c-Jun y posterior translocacién de éste al nucleo. Esta translocacion de c-
Jun al nacleo aumenta los niveles del factor de transcripcién AP-1 seguido de un aumento
en la expresion de ECA y COX-2 (Fleming 2006). Esta hipotesis fue descartada de manera
parcial para nuestro modelo, ya que aunque se observé la regulacion de COX-2 por un
IECA esta regulacion parece ser independiente de ECA. En estas células inmortalizadas del
Asa ascendente gruesa de Henle no fue posible detectar la expresion proteica de ECA
mediante técnicas como Western blot a diferencia de las proteinas de la via de sefializacion
JNK/c-Jun que si fueron detectadas. Aungue actualmente no existen reportes de expresion
de ECA en células mTAL, a diferencia del modelo de cordon umbilical utilizado por el
grupo de Fleming, el fundamento de utilizar células mTAL en estos experimentos se baso
en la descripcion de la expresion para COX-2 realizada en estudios anteriores de nuestro
grupo (Rodriguez y col., 2004; Eng y col., 2007). Por otra parte, en modelos animales,
ECA ha sido descrita en glomérulo, tubulointerticio (Mizuiri y col., 2011) y arteriolas
renales (Soler y col., 2008) por lo que podia estar presente o ser estimulada en este tipo
celular. Debido a que no pudimos detectar ECA en células mTAL, se plante6 de manera
preliminar evaluar si existia otro receptor involucrado en la sefializacion de la via JNK/c-
Jun y COX-2. Para esto y de forma preliminar se evalu6 de manera farmacologica los
receptores AT1 para angiotensina y B2 para Bradicinina. ElI primero se ha descrito que
participa en aumentos de COX-2 y activacion de la via JNK/c-jun en el sistema

cardiovascular, contraccion del musculo liso dependiente de la sefializacion de fosfolipasa
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C, Inositol tri-fosfato y proteina quinasa C, en la hipertrofia cardiovascular dependiente de
las proteinas ERK1/2, c-fos, p70, y PHAS-1, formacién de la matriz extracelular
dependiente de las proteinas JNK/AP-1, RhoGEF y Talina. (Mehta y col., 2007). Por otra
parte, el B2 ha sido descrito como responsable del aumento de COX-2 en células mTAL
tras la administracion de BK, esto ultimo sugirio un mecanismo por el cual se pudiese
regular el transporte i6nico en el Asa Ascendente Gruesa de Henle a través del receptor B2
(Rodriguez y col., 2004).

Contrastando los resultados obtenidos por Rodriguez y col., en donde la infusion exdgena
de BK aumento los niveles proteicos de COX-2 mediante el receptor B2 en células mTAL,
nuestro modelo celular muestra de manera preliminar que el bloqueo del receptor B2 no
previene el aumento de COX-2 inducido por lisinopril, sugiriendo un nuevo mecanismo
que pudiera aumentar los niveles de COX-2 en células mTAL independiente de los
receptores B2 y AT1. La ausencia de efecto posterior a la administracion de los
antagonistas para B2 (HOE-140) o AT1 (losartan), sugiri6 que dichos receptores no
participaban en la sefializacion activada por lisinopril aun estando presentes. Habiendo
descartado de manera preliminar la participacion de los receptores B2 y AT1 en el aumento
de COX-2 dependiente de lisinopril en células mTAL, se decidié evaluar la participacion
del receptor B1 de BK, (descrito como responsable del aumento de COX-2 en células
glomicas (Lu y col., 2010) y en venas de cordén umbilical (Errasi y col., 2001). En este
contexto, se encontro de manera preliminar que la administracion de Leu-8 (antagonista del
receptor B1) previno el aumento en los niveles de COX-2 tras la administracion de
lisinopril. Estos antecedentes sugieren que el receptor activado por lisinopril en células
MTAL que media la via JNK/c-Jun y COX-2 es el receptor B1 de BK. Esta posible

hipdtesis es consistente con lo planteado por el grupo de Erdos, en donde se sostiene que el
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receptor B1 de BK puede ser activado directamente por iECASs en ausencia de ECA (Erdos
y col., 2010).

Por otra parte, se podria especular que lisinopril esta inhibiendo a la ECA y con ello
aumentar los niveles de BK y de DABK. Asi, tanto DABK, que es el agonista endégeno del
receptor B1 (Errasi y col., 2001) como BK a altas concentraciones, podrian ser los
verdaderos activadores del receptor B1. Esta especulacion podria ser cierta en el modelo in
vivo, sin embargo resulta mas débil en el modelo in vitro, si recordamos que no se detecto
la expresion de ECA en estas células y que ademas se ha descrito que las células
inmortalizadas del Asa de Henle no expresan BK (Rodriguez y col., 2004). Por lo tanto, la
administracion de lisinopril no generaria el aumento de DABK, a diferencia de otros
modelos donde hay BK (De Vechiss y col., 2011). Ademas, la administracién exdgena del
agonista B1 (DABK) permitio sugerir que la activacion del receptor B1 es responsable del
aumento significativo en los niveles de COX-2. Este efecto es semejante al efecto
observado con la administracion de lisinopril.

Puesto que a las concentraciones utilizadas de lisinopril y DABK no fue posible observar
un efecto aditivo sobre los niveles de COX-2, y para corroborar que ambos sustratos
estarian utilizando la misma via de activacion, se utilizé la mitad de la concentracién para
ambos compuestos; concentraciones que por si solas no habian presentado aumentos de los
niveles de COX-2. El aumento observado en los niveles de COX-2 al administrar lisinopril
y DABK de forma conjunta muestra un efecto aditivo y sugiere que pueden estar utilizando
el mismo blanco proteico. En estudios realizados en células endoteliales se ha reportado
que la activacion de la COX-2 lleva a la liberacion de oxido nitrico (NO) via oxido nitrico
sintasa (NOS) de la misma forma que los agonistas Des-Arg-Leu-9 o Des-Arg-Calidina 10

(Erdos y col., 2010). En el caso de las células mTAL no se estudio el efecto en la
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produccién de NO pues no estaba dentro de los objetivo del estudio. Sin embargo, debido a
que se ha descrito que en algunas células del asa de Henle se expresa nNOS, podria ser
interesante evaluar su participacion en futuros experimentos.

Al analizar la estructura de los receptores ECA y B1, se ha descrito que el pentdmero de la
secuencia canonica de ECA (HEXXH), contiene sitios de unién a residuos de Zinc en los
dominios N y C terminal importantes para la union de los iECA. Por otra parte al analizar la
secuencia del segundo loop extracelular del receptor B1 (HEAWH) descrita como el sitio
de unién para los agonistas del receptor B1, es posible determinar que presenta una alta
homologia con la secuencia encontrada en la ECA, sugiriendo asi que esta secuencia del

receptor B1 podria ser el sitio de union de los iECA (Erdos y col., 2010), como lisinopril.

5.2 Caracterizacién de la Via in vivo

Para evaluar el efecto protector de la activacion de la via de sefializacién utilizada por
lisinopril se utilizé un modelo in Vivo de Nx 5/6. En este modelo solo existe 1/6 de funcion
renal en los animales, puesto que se extirpa el rifidn derecho y se ligan dos de las tres ramas
arteriales que irrigan al rifion izquierdo (Hewitson 2012). Este procedimiento quirdrgico
emula el desarrollo de una Insuficiencia Renal Croénica, la cual es una situacion clinica
derivada de la pérdida progresiva y permanente de la funcion renal, que es provocada por
maultiples etiologias, tanto congénitas como adquiridas (Hewitson 2012). En estos animales
la administracion de lisinopril aumentd los niveles proteicos totales y fosforilados de JNK,
mostrando que el tratamiento por 4 semanas con lisinopril genera un cambio en los niveles

basales de la proteina JNK y de su forma activa p-JNK de manera equivalente. Al evaluar
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una proteina rio abajo de JNK como c-Jun, se observd que lisinopril también generé un
aumento significativo en los niveles proteicos tanto de c-Jun como p-c-Jun. Mediante
inmunohistoquimica, se logré identificar que la distribucion de p-c-Jun se ve restringida al
ndcleo de células tubulares.

En diversos modelos experimentales se ha descrito que la activacion de la via JNK/c-Jun
genera aumentos en los niveles proteicos de COX-2 (Pang y col., 2012; Kohlstedt y col.,
2005). Quisimos corroborar que lisinopril estaba activando esta via y por ello se utilizaron
un activador y antagonista de la via como herramientas farmacoldgicas para su estudio. Se
ha descrito que Anisomicina, mediante la estimulacién del estrés celular activa la via
JNK/cJun. Este activador, al igual que lisinopril estimuld los niveles proteicos de COX-2.
Fue interesante observar que al utilizar lisinopril y el activador de la via JNK no se observé
un efecto sinérgico, lo que podria deberse a que a las concentraciones individuales de
lisinopril y anisomicina utilizadas la expresion de COX-2 pudiera estar en su maximo nivel
y que por ese motivo no se observo un efecto aditivo de los dos farmacos. Asi, una manera
de evaluar esta hip6tesis en animales, seria utilizando concentraciones menores de ambos
farmacos (Ahn y col., 2012; Jonkman y col., 2009). La participacion de esta via en los
aumentos de COX-2 in vivo tras la administracion de lisinopril y anisomicina es
corroborada con la administracion del antagonista de JNK SP600125, en donde el aumento
significativo en los niveles de COX-2 por parte de lisinopril y anisomicina es prevenido tras
su co-administracion.

Las COXs son enzimas fundamentales para la sintesis de prostaglandinas a partir del &cido
araquiddnico participando en la formacion de PGG,, un metabolito intermedio inestable, el
cual es transformado rapidamente a PGH,, debido a la actividad peroxidasa de la enzima. A

partir de este precursor se origina la PGE,, la cual participa en procesos relacionados a
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inflamacién, fertilidad, integridad de la mucosa géstrica, modulacion del sistema inmune
entre otros (Ifiiguez y col., 2008). Se considerd que para entender si los efectos morfo-
funcionales obtenidos en esta tesis y discutidos mas adelante eran dependientes de la PGE,
es necesario la cuantificacion de la excrecion urinaria del metabolito estable de la PGE; (13,
14-dihidro-15-ceto PGE;). Bajo esta perspectiva, fue interesante observar que los niveles de
PGE, aumentaron en respuesta a lisinopril y anisomicina en animales IRC, llegando a ser
semejantes a los animales Sham. De esta forma fue esperable que el bloqueo de la via INK
con SP600125, previniera de manera significativa los aumentos obtenidos con los
tratamientos individuales, corroborando asi que los aumentos de COX-2 y PGE; inducidos
por lisinopril o anisomicina en este modelo son mediados por la via JNK/c-Jun. Por otra
parte si la produccion de PGE; sélo dependiera de la masa renal funcional, seria esperable
que en animales IRC los niveles de PGE; fueran 1/6 de los observados en los animales
Sham, sin embargo esto no fue asi. La explicacion para esta discordancia es que el tejido
que permanece funcional, aumentaria la sintesis de PGE; y otros componentes (Novikov y
col., 2006). Al correlacionar los niveles de COX-2 y PGE,, es interesante destacar que en
animales con IRC los niveles de COX-2 no presentan una disminucion significativa en
comparacion con los animales Sham; no obstante al cuantificar la excrecion del metabolito
de PGE,, se observa una tendencia a la disminucion en los animales IRC aunque sin
alcanzar significancia. Estos antecedentes podrian explicarse debido a que los animales con
IRC presentan una disminucion en la VFG comparado con los animales Sham, lo que
podria estar disminuyendo la excrecion urinaria del metabolito.

Con la finalidad de caracterizar de manera preliminar al receptor involucrado en la
activacion de JNK, COX-2 y PGE; dependientes de lisinopril, se evalué in vivo de forma

analoga a lo que se realizo in vitro, la participacion de los recetores B1, B2 y AT1, para lo

109



cual se trat6 a los animales por 4 semanas con diversos farmacos como Leu-8 (antagonista
B1), HOE-140 (antagonista B2) y losartan (antagonista AT1) respectivamente. La ausencia
de efecto de los antagonistas HOE-140 y losartan, permitié descartar de manera preliminar
la participacion del receptor B2 y AT1 en el aumento de COX-2 dependiente de lisinopril,
contrastando con lo descrito en el sistema cardiovascular para AT1, donde este receptor es
el responsable de la activacion de la via JNK/c-Jun y aumento de COX-2 (Metha y col.,
2007) y en células mTAL, donde la activacion del B2 genera un aumento en los niveles de
COX-2 (Rodriguez y col., 2004). Estos resultados son explicados en base a que en celulas
mTAL el aumento de COX-2 fue inducido por la administracion exogena de BK y en el
sistema cardiovascular la activacion de la via JNK/c-Jun inducida por el dafio tisular era
prevenida con losartan. Por otra parte, la prevencion del aumento de COX-2 tras la
administracion de Leu-8, sugiere que el efecto de lisinopril es mediado por el receptor B1
de BK y la via INK/c-jun.

En los experimentos in vivo a diferencia de los in vitro, no es posible descartar la
participacién de ECA como blanco de lisinopril (Fleming 2006), debido a que no contamos
con un modelo que tuviese mutada la ECA tisular, sin embargo estos resultados permiten
sugerir que in vivo el aumento de COX-2 dependiente de lisinopril es mediado
principalmente por el receptor B1 de BK y no por el B2 o el AT1 puesto que sus
antagonistas no tuvieron efecto significativo en la distribucion tisular de COX-2. Los
resultados tanto in vivo, como in vitro, permiten sugerir que la via de sefializacion
dependiente de lisinopril, aumenta los niveles de COX-2 y PGE,, por medio de la
activacion del receptor B1 de BK via JNK/c-Jun, postulando asi un nuevo mecanismo de
sefializacion celular para COX-2 dependiente de un iECA como lisinopril en un modelo de

IRC y células inmortalizadas del Asa Ascendente Gruesa de Henle.
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5.3 COX-2 en la enfermedad Renal.

COX-2 se encuentra localizada en la region perinuclear y en la membrana nuclear (Plewka
y col., 2013). Diferentes estudios han demostrado que se expresa constitutivamente en
diferentes puntos del aparato genital masculino y femenino (Plewka y col., 2013), rifidén
(Vio y Col., 1997, 1999, 2001) y durante procesos relacionados con la ovulacién,
implantacion ovular, induccién del parto y reproduccion (Plewka y col., 2013). Ha sido
descrita en diferentes tipos de neuronas (Yun y col., 2011) y participa en la transformacion
cancerosa, en este caso a traves de mecanismos de resistencia a la apoptosis (Roberts y col.,
2011). Diferentes estudios han descrito diversas funciones de COX-2 en el proceso
patoldgico, por ejemplo, se ha descrito que su inhibicidn estaria asociada a una disminucion
de marcadores inflamatorios como TGF-§ y colageno tipo III (Wang y cols., 2000). Por ¢l
contrario, nuestros datos muestran a que la inhibicion de COX-2 y PGE, mediante
celecoxib y meclofenamato a nivel renal favorecerian los depésitos de colageno total en el
intersticio, favoreciendo asi la progresion de la fibrosis renal. A pesar que los resultados
encontrados por Wang son opuestos a los obtenidos en este estudio, es importante
considerar que las diferencias entre ambos modelos de estudios son importantes. En el
estudio de Wang, se administra un inhibidor de COX-2 (SC58236) durante el desarrollo
post-natal, hasta el dia 21 en ratones C57BI/6J, esta inhibicion generaria alteraciones
estructurales al disminuir los niveles de colageno tipo Ill, generando alternaciones en la
glomerulogénesis y desarrollo cortical. Por otra parte, nuestro modelo utiliza ratas adultas,
sometidas a un modelo de dafio de Nx 5/6, en donde los niveles de colageno basal son altos,
indicando una regulacion diferente durante el desarrollo embrionario y el estadio adulto. En

relacion a la medicion de colageno estas fueron diferentes ya que el estudio de Wang utilizé
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inmunohistoquimica para colageno tipo Ill, mientras que en esta tesis se utilizd Sirius Red,
que detecta el colageno total, sin diferenciar el sub-tipo de colageno involucrado en la
fibrosis del modelo. Por otra parte, reportes clésicos en el estudio de COX-2 han descrito
que en animales KO para COX-2 durante el desarrollo postnatal desarrollan severas
alteraciones morfofuncionales a nivel renal y cardiovascular (Dinchuk y col., 1995).

La expresion de COX-2 en el modelo de Nx 5/6 utilizado en esta tesis no presento
diferencias significativas en relacion a los animales Sham, diferencidndose asi de modelos
como la Uropatia Unilateral Obstructiva (UUO), en donde se ha reportado que posterior a
las 48 h., COX-2 desaparece (Sanchez y col., 1999). Estas diferencias podrian ser
atribuibles a los diferentes niveles de enzimas vasoactivas encontrados en los distintos
modelos. Asi, se ha descrito que altos niveles de Bradicinina aumentan los niveles proteicos
de COX-2 (Rodriguez y col., 2004), situacion que no es replicable en un modelo de UUO
debido a que los altos niveles de ECA reducen los niveles de Bradicinina y aumentan los
niveles de Ang II.

Por otra parte, los resultados de este estudio se oponen en parte a lo publicado por Ghosh,
quien describié que la administracion de un iECA como enalapril disminuye el dafio renal
mediante la disminucién de COX-2 y fosfolipasas en un modelo de Nx 5/6. En este estudio
se administro enalapril 4 semanas después de la Nx contralateral total, por un periodo de 12
semanas, 8 mas que nuestro modelo. Los resultados planteados por este grupo mostraron
una disminucion significativa de COX-1, COX-2, TNFa, IL-1p, y fosfolipasa A2 posterior
a la administracion de enalapril. Ademas, mostraron que la administracion de enalapril
previene el aumento en la progresion del dafio renal, siendo esto concordante con nuestros
resultados. En base al aumento en la funcion renal y disminucion de COX-1, COX-2, IL y

fosfolipasa A2, es que se postulo que los efectos benéficos a nivel renal eran dependientes

112



de este proceso. En el presente estudio, observamos que a las 4 semanas posteriores a la
NXx, los niveles de COX-2 no presentan una disminucion significativa en comparacion con
los animales Sham, lo que pudiera ser explicado en comparacion al otro estudio, solo por la
diferencia en la temporalidad de su medicion. En otro aspecto en nuestros experimentos se
inhibi6 de forma directa la COX-2 mediante celecoxib y meclofenamato, observandose que
su inactivacion favorecia la progresion del dafio renal mediante el aumento tisular del factor
quimioatrayente OPN, aumento en la infiltracion de macréfagos y depdsitos de colageno
intersticial, experimentos que no fueron planteados por el grupo de Ghosh (Ghosh vy col.,
2012), indicando que en la etapa temprana del dafio renal COX-2 pudiera estar jugando un
rol importante en la prevencion de la progresion del dafio renal.

Los resultados del modelo in vitro mostrados en este trabajo, sugieren mecanismos
similares a los reportados por Rodriguez en células mTAL. Desde aqui es posible discutir
que los estudios de Rodriguez apuntan al aumento de COX-2 debido a la infusion de BK y
receptor B2, a diferencia de lo observado en nuestro estudio en donde resultados
preliminares sugieren que administracion de lisinopril aumenta la distribucion tisular de
COX-2 por un mecanismo que podria ser dependiente del receptor B1 de BK, pero que no
ha sido probado. Esto puede sugerir que tanto la administraciéon de BK como lisinopril
presentan mecanismos diferentes en su sefializacion, teniendo en comin el aumento de
COX-2 tras su administracion. Al extrapolar los resultados in vitro al modelo in vivo no es
posible descartar el efecto que tendria BK sobre los niveles de COX-2 ya que ha sido
descrito que la tanto administracion de iECAs como el lisinopril, aumentan los niveles de
BK (Tomy col., 2002).

Sin embargo, de existir un aumento de BK en nuestro modelo, es posible plantear que el

mecanismo es independiente del descrito por Rodriguez, esto debido a que los resultados
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preliminares sugieren que el aumento tisular obtenido en COX-2 posterior a la
administracion de lisinopril parece ser prevenido por el bloqueo del receptor B1 de BK,

pero esto no ha sido probado aun.

5.4 Efectos funcionales generados por la administracién de lisinopril.

La Nx 5/6 es un modelo altamente invasivo y dafiino (Hewitson 2012); al s6lo contar
tedricamente con 1/6 de la funcion renal, los animales se deterioran progresiva e
irreversiblemente. Este modelo se establece con una temporalidad de 28 dias cuya
corroboracion es un clearance de creatinina significativamente menor al de animales con
operacion ficticia, valor que deja bajo manifiesto una clara falla renal. EI objetivo de este
estudio fue evaluar y caracterizar la respuesta funcional y estructural a los distintos
tratamientos que presentaban estos animales.

Asi, la administracion de lisinopril o anisomicina tuvieron importantes repercusiones en la
VFG observada en los animales con IRC. La VGF en los animales con estos tratamientos
fue significativamente mayor en comparacién con los animales IRC, sin embargo de ningln
modo se alcanzé el valor de la condicion Sham, manteniendo una VFG significativamente
menor. Esta VFG maés alta debida a la administracion de lisinopril o anisomicina depende
de la via JNK/c-Jun, ya que la administracion de SP600125 en presencia de estos farmacos
previenen de manera significativa los aumentos en la VFG obtenidos con los tratamientos
individuales. La ausencia de efecto de SP600125 en animales con IRC sin tratamiento
sugiere gque esta via no participa de forma importante en esta condicion patologica y que
por tanto requiere de ser activada para observar su efecto benéfico. Con el fin de evaluar si

los efectores finales en el proceso de prevencion de la progresion del dafio renal inducido
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por lisinopril son COX-2 y PGE, como fue planteado como hipétesis, se utilizaron los
inhibidores de las COXs celecoxib y meclofenamato. Se utilizaron dos inhibidores,
buscando caracterizar la participacion tanto de COX-2, como de COX-1 y PGE,. La VFG
también se vio afectada al administrar celecoxib o meclofenamato corroborando la
participacion de COX-2 y PGE; en la mejora observada y sugiriendo que la via que activa a
COX-2 es JNK/c-Jun. Este aumento de la VFG podria estar dado por alguno de los efectos
de la PGE; como son la regulacion del flujo plasmatico renal, la vasodilatacién arteriolar
y/o el aumento de la permeabilidad hidrica, factores que influyen de manera directa en la
VFG. (Rudic y col., 2005). Estos experimentos permitieron descartar el efecto de COX-1
en la sefializacion dependiente de lisinopril y regulacion sobre las PGs y la VFG ya que no
se observaron diferencias significativas en la VFG cuando se administrd celecoxib, un
inhibidor selectivo de COX-2 o meclofenamato, un inhibidor no selectivo de COX-1 y
COX-2, sugiriendo fundamentalmente la participacion de COX-2 y no de COX-1.

La disminucion en la proteinuria, observada en respuesta a lisinopril en este trabajo fue
semejante a los descrito previamente (Bilic y col., 2011), corroborando el efecto que poseen
los iECAs sobre la excrecion de proteinas renales. En el trabajo de Bilic y colaboradores se
postula que una hipoperfusion y disminucion de la resistencia favorecen la retencién de
estas proteinas. Por otra parte, celecoxib y meclofenamato previnieron los efectos de
lisinopril, lo que se contrapone a los resultados de algunos estudios en donde se plantea que
la administracion de inhibidores selectivos de la COX-2 como rofecoxib disminuyen la
proteinuria en pacientes con Nefropatia Diabética (Vogt y col., 2009). Esto podria
explicarse debido a que la Nefropatia Diabética presenta un aumento en la filtracion
glomerular generada por la diuresis osmética (Bilic y col., 2011), lo que conlleva una mejor

conservacion de la funcién renal en comparacion con un modelo de IRC, caracterizado por
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fibrosis glomerular y tubular, disminucion de la filtracion glomerular, oliguria y anuria en
las etapas terminales (Bilic y col., 2011). De hecho, en algunos estudios se ha reportado que
pacientes con Nefropatia Diabética presentan un menor grado de proteinuria comparado
con los IRC (Hirano y col., 2003), concluyendo que al comparar estos estudios las
magnitudes de dafio y proteinuria son diferentes, lo que abre la posibilidad de evaluar si la
diminucion de la proteinuria observada tras la administracion de lisinopril en nuestro
modelo es replicable en modelos con patologias renales menos progresivas e invasivas.

Este estudio aporta nuevos antecedentes acerca de la importancia que tendria COX-2 y
PGE; en la progresion de la enfermedad renal, involucrando nuevas vias de sefializacion en
su regulacion. Este estudio también evidencia que la inhibicion de la COX-2 en un modelo
de IRC favoreceria la progresion de la patologia mediante alteraciones estructurales y
funcionales, sugiriendo que esta enzima es importante como mediador de la progresion del
dafio renal a traves de PGE,. En este sentido la literatura hoy en dia es controversial,
existiendo antecedentes que sugieren que COX-2 participaria en la progresiéon del dafio
renal y la progresion del cancer colénico (Parfiniewics y col., 2012) mientras que otros
estudios postulan que su efecto seria mas bien benéfico y que es necesaria en procesos de
homeostasis, siendo incluso catalogada como “un kit de primeros auxilios en el epitelio
gastrico” (Rakoff-Nahoum y col., 2007), concordando estos Gltimos con los antecedentes
planteados en este trabajo. Las alteraciones funcionales se correlacionan con las
alteraciones estructurales observadas en los animales IRC sometido a las diferentes

condiciones experimentales.
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5.5 Osteopontina.

Osteopontina (OPN) corresponde a una glicoproteina, fosforilada y altamente &cida, aislada
originalmente del tejido 6seo, pero que también se puede encontrar en los tubulos renales.
Esta proteina es una molécula de adhesion celular y un importante factor quimioatrayente
de macrofagos. Algunos estudios muestran que OPN puede sobre-expresarse en respuesta a
la infusion de Ang Il (Yu y Cols, 2000), asociando su expresion con la infiltracion de
macrofagos durante el desarrollo de patologias glomerulares y tdbulo-intersticiales
(Mazzali y cols, 2002).

En este estudio los niveles de OPN observados en los animales IRC fueron
significativamente mayores que en los animales Sham; sin embargo los animales tratados
con lisinopril y anisomicina presentaron niveles de OPN significativamente menores en
comparacion con los animales IRC. Este efecto fue prevenido por SP600125, lo que
mostraria que el efecto obtenido tras la administracion de lisinopril es dependiente de la via
JNK/c-Jun.

Con el fin de evaluar el rol de COX-2 y PGE; en la expresion de OPN, los animales fueron
tratados con lisinopril méas celecoxib y lisinopril mas meclofenamato. En estos animales el
efecto obtenido con la administracion individual de lisinopril es prevenido, lo que
demuestra que el efecto de lisinopril, dependiente de la via JNK/c-Jun es ademas
dependiente de COX-2 y PGE,. Este resultado contrasta con lo descrito en cultivo de
plaquetas y células mesangiales, en donde se describié que un aumento del mRNA de
COX-2 y posterior aumento de PGE, conlleva un aumento de diferentes factores
quimioatrayentes como OPN. Ademas el mismo estudio sefialé que la administracion de

AINES como ibuprofeno, el cual es un potente inhibidor de la PGE,, no genera aumentos
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de OPN, indicando que es necesaria una concentracion local de PGE; para la induccion de
OPN. Las células mesangiales y las plaquetas en esta condicion fueron estimuladas con
factores pro-inflamatorios (Goppelt-Struebe y col., 2000). Por otra parte Jain describié que
el aumento de OPN estimula la activacion de proteina quinasa C y de los factores nucleares
a y k generando el aumento en la expresion de COX-2 y PGE; en celulas de tumor
prostatico (Jain y col., 2006), indicando una regulacion directa entre OPN y COX-2.

La distribucién de OPN a nivel renal esta descrita a nivel tubular presentando una expresion
perinuclear, no presentando patrones de expresion diferentes a los descritos en la literatura
(Xu y col., 2013). Diversos estudios han mostrado que este factor pudiera tener patrones de
expresion diferencial dependiendo del tipo de dafio y modelo estudiado. Un ejemplo de esto
es el modelo de administracién de LPS (Madsen y cols. 1997), el cual muestra que un
marcaje puntiforme corresponderia a tbulos proximales y un marcaje apical en tubulos
distales. No obstante, en este modelo no es posible evaluar dichas diferencias debido al

dafio que presenta el tejido.

5.6 Infiltracidn celular en el RifAON.

De igual forma que la expresion de OPN, los niveles de células ED-1 (+) (Macro6fagos), se
vieron disminuidos de manera significativa tras la administracion de lisinopril. Este efecto
fue prevenido tras la administracién de celecoxib y meclofenamato, evidenciando asi que el
efecto en la disminucién de la infiltracion de macréfagos obtenida con la administracion de
lisinopril es dependiente de los niveles de COX-2 y PGE,. Aunque los mecanismos no

estan del todo claro en la literatura, las células ED-1 (+) poseen gran importancia
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fisiolOgica, participarian de manera importante en la respuesta fibro-proliferativa. Factores
fibrinogénicos como TGF-B y FGF son liberados por los macréfagos infiltrativos, los
cuales juegan un papel clave en la patogénesis de la fibrosis en diversos tejidos (Liu y col.,
2007). Otros estudios han reportado que COX-2 es necesaria para regular los niveles de
macrofagos, debido a que en animales KO para COX-2 la infusion de TGF-B no aument6 el
namero de macréfagos en un modelo de dafio de musculo esquelético, a diferencia de los
animales silvestres en donde TGF-f aument6 de manera significativa los niveles de
macréofagos (Shen y col., 2008).

Esta disminucion de la infiltracion de macréfagos se correlaciona con la disminucion de los
niveles de OPN, generando una disminucion en la respuesta inflamatoria lo que lleva a una
disminucidn en los niveles de colageno intersticial observados bajo las mismas condiciones
experimentales, mostrando asi una prevencion de la progresion del dafio estructural

dependiente de la administracion de lisinopril, la via JINK/c-Jun y COX-2/PGE,.

5.7 Fibrosis y progresion del dafio renal.

La Fibrosis renal es la consecuencia inevitable de una acumulacion excesiva de matriz
extracelular que se produce en practicamente todos los tipos de enfermedad renal cronica.
La patogénesis de la fibrosis renal es un proceso progresivo que en Ultima instancia
conduce a la insuficiencia renal terminal, una enfermedad devastadora que requiere dialisis
o trasplante de rifion. En una vision simplista, la fibrosis renal representa un fallido proceso

de cicatrizacién de heridas del tejido renal después de una lesidn crénica y sostenida.
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Varias rutas celulares, como la activacion de fibroblastos asi como la transicion epitelio-
mesénquima, han sido identificadas como las vias principales para la generacion de las
células productoras de matriz en condiciones de enfermedad (Li y col., 2006). Uno de los
factores que contribuye de manera importante a esta cicatrizacion es el colageno, el cual en
este estudio fue cuantificado mediante la tincion de Sirius Red, que no hace distincion entre
los diferentes tipos de colageno.

Los animales sometidos a Nx 5/6 presentan evidentes cambios en los depositos de coldgeno
intersticial en comparacion con los animales Sham. Con respecto a este parametro la
participacién de la via JINK/c-Jun es fundamental. Estas observaciones se correlaciona con
lo descrito en corazdn, donde la administracion de lisinopril genera una disminucion de la
fibrosis cardiaca del ventriculo izquierdo posterior a un infarto al miocardio (Ahmad y col.,
2008). Del mismo modo que en la evaluacion de la funcionalidad renal, se evalué la
importancia que tendrian en este proceso COX-2 y PGE,. Los resultados sugieren que el
efecto observado con la administracion de lisinopril es mediado por COX-2 y PGE,, siendo
concordante con lo descrito por Liu, en donde en tejido pulmonar se estudié el rol de la
fibrosis y su relacion con COX-2. Este estudio mostro que la progresion de la fibrosis
pulmonar por el consiguiente aumento y activacion de los fibroblastos inhibe la expresion
de COX-2 y genera una disminucion significativa en los niveles de PGE,. A su vez, la
adicién exogena de un agonista de PGE, como sulprostone revirtio de forma parcial la
progresion de la fibrosis, demostrando una relacion directa entre la progresion de la fibrosis
pulmonar y COX-2 (Liu y col., 2010). Nuestros resultados al igual que los descritos a nivel
pulmonar, nos permiten caracterizar que la disminucion en la progresion de la fibrosis renal
generada por un iECA como lisinopril es dependiente de COX-2 y PGE,. Estos resultados

se correlacionan con la disminucion de la infiltracion de macrofagos, la expresion del factor
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quimioatrayente osteopontina y los cambios morfofuncionales descritos previamente,
aportando asi nuevos antecedentes en el mecanismo de accién de un iECA como el

lisinopril, los cuales son independientes de sus efectos presores.

121



6. CONCLUSIONES

En conclusién podemos decir que en los modelos experimentales utilizados, dafio renal
inducido por Nx 5/6 y células en cultivo permanente del Asa ascendente gruesa de Henle
(mTAL), el tratamiento con lisinopril presenté un aumento significativo de los niveles de
COX-2 y PGE,, siendo este aumento dependiente de la via JNK/c-Jun. De manera
preliminar se sugiere que esta sefializacion estaria mediada por la activacion del receptor
B1 de BK. Originalmente se plante6 a ECA como el efector involucrado en la sefializacion
dependiente de la administracion de los iECA. Esta hipétesis perdié fuerza al no poder
detectar la proteina en células mTAL. La sefializacion generada por la administracion de
lisinopril trae consigo una serie de cambios morfofuncionales a nivel renal. En primer lugar
el dafio funcional evaluado mediante clearance de creatinina y proteinuria presento una
mejora significativa en los animales tratados con activadores de la via JNK/c-Jun, a
diferencia de los animales en donde este tratamiento no estaba presente. Estos efectos
funcionales estarian siendo mediados en UGltima instancia, por la PGE,. Dicho efecto
observado a nivel funcional, se correlaciona a nivel estructural con menores niveles de ED-
1, OPN y Coléageno intersticial en aquellos animales tratados con activadores de la via en
comparacion a las otras condiciones experimentales.

Finalmente, los resultados preliminares sugieren que la administracion de un iECA como el
lisinopril se relaciona con el receptor B1 de BK, la via JNK/c-Jun y los niveles de COX-2 y

PGE,. Experimentos adicionales son necesarios para poner a prueba esta posible hipotesis.
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Modelo: La administracion de lisinopril aumenta los niveles proteicos de COX-2

dependiente de la via JNK/c-Jun. La administracion de un iECA como el lisinopril
aumenta los niveles proteicos y fosforilados de la via JNK/c-Jun, lo que conlleva a un
aumento en los niveles de COX-2 y PGE,. Este efecto podria ser mediado por el receptor
B1 de BK (linea roja, aun en estudio) e independiente de los receptores ECA, B2 y ATL1. El
aumento de COX-2 y PGE, a nivel funcional produce un aumento de la VFG y una
disminucioén en la proteinuria, lo que se correlaciona con la disminucion de OPN, la
infiltracion de macréfagos y los depodsitos de colageno intersticial. Este modelo fue
realizado en células del segmento medular del Asa Ascendente Gruesa de Henle (MTAL) y

Ratas SD sometidas a Nx 5/6. Nota: Ver resultados preliminares.
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8.0 ANEXO

RESULTADOS PRELIMINARES.

Esta parte del trabajo corresponde a experimentos preliminares con n=1 o n =2 por lo que
no es posible extraer conclusiones. Se incluyen en el texto pese a que se requiere trabajo
adicional para sacar conclusiones, con el proposito de sugerir posibles explicaciones a los

resultados obtenidos.

Objetivo 6.- Estudiar si el aumento de COX-2 en respuesta a la administracion de
lisinopril es dependiente de los receptores de Bradicinina B1R, B2R 0 angiotensina

AT1 en células mTAL

8.1 EI aumento de COX-2 en respuesta a la estimulacién con lisinopril es

dependiente del receptor B1 de Bradicinina en células mTAL.

Originalmente se planted que la sefializacion generada por lisinopril era dependiente del
receptor ECA. Esta idea fue modificada posterior a los experimentos mostrados con
anterioridad en donde no se detectaron niveles proteicos de ECA en mTAL (Figura 23).
Con el objetivo de identificar de manera preliminar el receptor involucrado en la regulacion
de la via JNK/c-Jun y COX-2 tras la administracion de lisinopril en células mTAL y
generar una linea de investigacion futura, se evalué de forma farmacoldgica el receptor
involucrado en la sefializacion. Los receptores analizados fueron los receptores B1 y B2 de
BK vy el receptor AT1 de Ang Il. Para ello las células se incubaron con sus respectivos
antagonistas Leu-8 (0,5 uM), HOE-140 (1 uM) y losartan (2 uM) durante 24 horas.
Mediante Western blot se cuantificaron los niveles de COX-2 corroborando que las células
tratadas con lisinopril (2.04 + 0.2 veces del control) presentaron un aumento en relacion a

las células control (1.00). Al evaluar los niveles de COX-2 en células tratadas con lisinopril
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mas HOE-140 (1.67 + 0.3 veces del control) o lisinopril mas losartan (2.02 £+ 0.3 veces del
control) no se observaron diferencias en relacion a las células tratadas s6lo con lisinopril
(2.04 £ 0.2 veces del control). Por otra parte, los niveles proteicos de COX-2 en las células
tratadas con lisinopril mas Leu-8 (1.16 + 0.1 veces del control) fueron menores a los de las
células tratadas con lisinopril. Estos resultados sugieren que el aumento de COX-2 inducido
por la administracion de lisinopril es dependiente del receptor B1 de BK e independiente de

los receptores B2 de BK 0 AT1 de Ang Il en células mTAL (Figura 24).
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Figura 24: El aumento de COX-2 en respuesta a lisinopril es dependiente del receptor
B1 de BK en células mTAL. Las proteinas se separaron por electroforesis y se realizé un
Western blot para COX-2. Sobre el grafico se muestra western blots para COX-2 y B-actina

usada como control de carga. L: lisinopril, Leu-8: Des-Arg-Leu-8. (n=2).
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8.2  El agonista del receptor B1R, Des-Arg-BK, aumenta los niveles proteicos de

COX-2en células mTAL.

Para corroborar que se requiere de la activacion del receptor B1 en la regulacion de la via
JNK/c-Jun y COX-2, las células mTAL se trataron con dosis crecientes de Des-Arg-BK
(DABK), un agonista selectivo del receptor Bl. Los resultados muestran que la
administracion de DABK a 80 nM (1,74 veces del control), 120 nM (1,96 veces del
control), 160 nM (1,98 veces del control) y 200 nM (1,76 veces del control) aumenta los
niveles de COX-2 en comparacion con la condicion control (1,00). La concentracién de 40
nM (1,22 veces del control) de DABK, no produjo cambios en los niveles de COX-2,
observandose niveles similares a los del control. (Figura 25A). En base a este resultado se
utilizé la concentracion de 80 nM de DABK para experimentos posteriores coincidiendo
con las dosis utilizadas por diversos estudios en cultivo celular (Gougat y col., 2004).

Al evaluar los niveles proteicos de COX-2 posterior a la administracion de DABK (2,21
veces del control), se observd un aumento similar lo obtenido con la administracion de
lisinopril (2,41 veces del control). La administracion de lisinopril (100 nM) mas DABK (80
nM) (2,39 veces del control), no presentd un aumento mayor al observado con ambos
compuestos de forma independiente, sugiriendo que a las concentraciones utilizadas no
existiria un efecto de sumacion. En base a esto, se administrd lisinopril (50 nM) mas
DABK (40 nM) (concentraciones que no presentaron aumentos por si solas en los niveles
de COX-2, Figuras 18 y 25A). Bajo estas condiciones se observé un aumento en los niveles
de COX-2 (2,20 veces del control) en comparacién a la condicion control (1.00), llegando a

presentar niveles similares a los obtenidos con las dosis maximas de cada uno de forma
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individual (Figura 25B). Este experimento sugiere que al utilizar el 50% de las dosis
maximas de lisinopril y DABK se genera un efecto de sumacion, activando la misma via de
sefializacion. Finalmente, al administrar DABK mas Leu-8 (1,17 veces del control) se
previno el aumento de COX-2 obtenido con la administracion de DABK (Figura 25B).

Los resultados en las células mTAL sugieren una interaccion directa de lisinopril con el
receptor B1, por lo cual se realizaron los experimentos preliminares para evaluar esta nueva

hipétesis in Vivo.
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Figura 25: Curva concentracion respuesta de niveles de COX-2 tras la administracion
del agonista del receptor B1 en células mTAL. En (A) el grafico muestra la densitometria
del western blot de COX-2 para la curva concentracion respuesta, sobre éste se muestra un
western blot representativo para COX-2 y B-Actina la cual fue utilizada como control de
carga. En (B) se observa que lisinopril y DABK presentan un efecto sumativo a
concentraciones de 50 nM y 40 nM respectivamente sobre los niveles de COX-2. L:

lisinopril, DABK: Des-Arg-Leu-BK, Leu-8: Des-Arg-Leu 8. (n=1).
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Objetivo 7.- Estudiar si el aumento de COX-2 por la administracion de lisinopril es
dependiente de los receptores de Bradicinina B1, B2 o angiotensina AT1 en animales

IRC.

8.3 El aumento de COX-2 inducido por lisinopril es independiente de los

receptores B2 y AT1 en animales IRC.

Con la finalidad de evaluar el receptor involucrado con la via JNK/c-Jun y posterior
aumento de COX-2 y PGE; en animales IRC se analiz6 la participacion de los receptores
B2 de BK y AT1 de Ang, los cuales han sido descritos como parte de la activacion de
COX-2.

Mediante Western blot se cuantificd los niveles de COX-2 corroborando que los animales
tratados con lisinopril (2,08 veces de Sham) presentaron niveles mas altos en relacion a los
animales Sham (1,00) e IRC (0,84 veces de Sham). Este efecto no se previno con la co-
administracion de lisinopril mas HOE-140 (1,98 veces de Sham) o lisinopril més losartan
(2,10 veces de Sham), manteniendo un aumento en los niveles de COX-2 en comparacion
con los animales Sham e IRC. Los niveles de COX-2 en animales tratados solo con HOE-
140 (1,22 veces de Sham) o losartan (1,13 veces de Sham) no presentaron diferencias en
relacion a los animales Sham o IRC (Figura 26). Estos resultados sugieren que los
receptores B2 y AT1 no estan involucrados en el aumento de COX-2 dependiente de

lisinopril en animales con IRC.
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Figura 26: El aumento de COX-2 inducido por lisinopril es independiente de los
receptores B2 y AT1. Las proteinas de los homogenizados renales se separaron por
electroforesis y la banda de COX-2 fue identificada mediante Western blot. Sobre el gréafico

se muestra western blot para COX-2 y B-Actina usada como control de carga. L: lisinopril,

HOE: HOE-140. (n=1).
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A través de inmunohistoquimica se midieron los niveles de COX-2 bajo las distintas
combinaciones experimentales. Se observo que la distribucion de COX-2 esta referida al
Asa de Henle en donde se aprecia que el nimero de células positivas para COX-2 por Asa
fue mayor en los animales IRC tratados con lisinopril en comparacioén con los animales
Sham e IRC. Los animales a los que se les administro lisinopril mas HOE-140, lisinopril
mas losartan o lisinopril mas HOE-140 mas losartan presentaron un aumento en el nimero
de células positivas similar al de los animales tratados solo con lisinopril. Animales IRC
tratados con HOE-140 o losartan no presentaron aumentos en las células positivas en
relacion a los animales Sham e IRC (Figura 27A).

Al realizar la cuantificacion Morfométrica se observé que en los animales IRC tratados con
lisinopril (3.810 + 1448 um?), lisinopril mas HOE-140 (2.930 + 1158 pm?), lisinopril mas
losartan (3.272 + 920 um?) y lisinopril mas HOE-140 mas losartan (2.871 + 847 um?)
COX-2 aument6 de manera significativa en relacion a los animales Sham (1.282 + 218
um?) e IRC (1.029 + 3641 pm?). Los animales con IRC tratados con HOE-140 (1.312 +
456 pm?) y losartan (958 + 323 pm?), no presentaron diferencias significativas con los

animales Sham o IRC (Figura 27B).
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Figura 27 A: El aumento en la distribucion de COX-2 inducido por lisinopril es
independiente de los receptores B2 y AT1 en animales con IRC. Se realizé IHQ para
COX-2 en cortes de rifidn fijados en Bouin, utilizando el método de PAP y contrastada con

Hematoxilina. L: lisinopril, HOE: HOE-140. Barra de escala 100 um. (n=4).
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Figura 27 B: Cuantificacion Morfométrica de la distribucion de COX-2. El area de la
tincién para osteopontina se cuantifico con el software “C-lmaging”. L: lisinopril, HOE:
HOE-140. Las barras representan el promedio + EE para las diferentes muestras. **P<

0,005. «P< 0,05 vs Sham. Analisis estadistico; ANOVA, post-hoc test Tukey (n=4).
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422 El aumento de COX-2 inducido por la administracion de lisinopril es

dependiente del Receptor B1 de Bradicinina en animales con IRC.

Debido a que con el experimento anterior se sugiri6 que los receptores B2 y AT1 no
participan en la accion de lisinopril y con el objetivo de identificar el posible receptor
involucrado en el aumento de COX-2 tras la administracion de lisinopril via JNK/c-Jun, los
animales IRC se trataron con Leu-8, un antagonista del receptor B1 de BK. Como se habia
observado previamente, en los animales tratados con lisinopril los niveles de COX-2 (2,85
veces de Sham) fueron mas elevados que en los animales IRC (1,17 veces de Sham).
Interesantemente, al evaluar la co-administracion de lisinopril mas Leu-8 (0,85 veces de
Sham), se previno el aumento en los niveles de COX-2 obtenido con la administracién de
lisinopril, sugiriendo de esta manera que el receptor B1 de BK estaria involucrado en la
cascada de sefial que lleva al aumento proteico de COX-2 posterior a la administracion de
lisinopril (Figura 28). Por otra parte, la administracion de Leu-8 (0,95 veces de Sham) a
animales IRC no produjo cambios en los niveles de COX-2 comparado con los animales

IRC sin tratamiento adicional (Figura 28).
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Figura 28: El aumento de COX-2 inducido por lisinopril es dependiente del receptor
B1 de BK. Las proteinas de los homogenizados renales se separaron por electroforesis y la
banda de COX-2 fue identificada mediante Western blot. Sobre el grafico se muestran
western blots para COX-2 y B-actina usada como control de carga. L: lisinopril, Leu-8:

Des-Arg-Leu8. (n=1).
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La distribucion de COX-2 medida a través de inmunohistoquimica muestra que el nimero
de células positivas para COX-2 por Asa en los animales IRC sin tratamiento fue similar a
los animales Sham. Los animales IRC tratados con lisinopril presentaron un aumento en el
namero de células COX-2 positivas, en comparacion con los animales Sham e IRC. Los
animales con IRC tratados con Leu-8 no presentaron diferencias en el nimero de células
COX-2 positivas en relacion a los animales Sham e IRC, pero este numero fue
considerablemente menor en relacion a los animales IRC tratados con lisinopril. Al
comparar los animales IRC méas Leu-8 versus los animales IRC tratados con lisinopril se
puede observar que los primeros presentan un menor nimero de células COX-2 positivas.
La distribucion de COX-2 en el Asa Ascendente de Henle no fue modificada por las
distintas condiciones (Figura 29A).

Al realizar la cuantificacion Morfométrica los resultados muestran que los niveles de COX-
2 fueron significativamente mas altos en los animales IRC tratados con lisinopril (3.444 +
594 pm?) en relacion a los animales Sham (1.407 + 494 pm?) e IRC (1.636 + 387 um?).
Los animales IRC tratados con Leu-8 (877 + 134 um® no presentaron diferencias
significativas en relacion a los animales Sham e IRC. Los animales a los que se les co-
administré lisinopril méas Leu-8 (1.201 + 560 um?) presentaron niveles de COX-2
significativamente menores en comparacion con los tratados solo con lisinopril (Figura

29B).
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Figura 29 A: El aumento en la distribucion de COX-2 inducido por lisinopril es
dependiente del receptor B1 de BK. Se realizd IHQ para COX-2 en cortes de rifidon fijado
en Bouin, utilizando el método de PAP y contrastada con Hematoxilina. L: lisinopril, Leu-

8: Des-Arg-Leu8. Barra de escala 100 um. (n=4).
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Figura 29 B: Cuantificacion Morfométrica de la expresion de COX-2. La
administracion de lisinopril aumenta los niveles de COX-2 renal, este efecto es prevenido
con la co-administracion de lisinopril més Leu-8. El area de la tincion para COX-2 se
cuantificé con el software “C-Imaging”. L: lisinopril, Leu-8: Des-Arg-Leu8. Las barras
representan el promedio + EE para las diferentes muestras. ***P< (0,001. +s«P< 0,001 vs

Sham. Andlisis estadistico; ANOVA, post-hoc test Tukey (n=4).
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8.4  Lisinopril regula la via de sefializacion JNK/c-Jun a través del receptor B1 de

Bradicinina.

Para corroborar la participacion de la via JNK/c-Jun en el aumento de COX-2 dependiente
del receptor B1, se cuantificaron los niveles de JINK y p-JNK, mostrando que los animales
IRC tratados con lisinopril mas HOE-140 (1,69 veces de Sham) y lisinopril més losartan
(1,60 veces de Sham), presentaron niveles de JNK més elevados que los animales Sham
(1,00) o IRC (0.79 veces de Sham) y similares a los observados en IRC tratados solo con
lisinopril (1,63 veces de Sham). La co-administracion de lisinopril més Leu-8 (0,80 veces
de Sham) previno el aumento en los niveles de JNK observados con la administracion de
lisinopril (Figura 30A). Por otra parte, se observo que los niveles de p-JNK de los animales
IRC tratados con lisinopril (2,51 veces de Sham), lisinopril mas HOE-140 (2,37 veces del
Sham) vy lisinopril mas losartan (2,34 veces del Sham) presentaron niveles mayores en
comparacion a los animales Sham (1,00) e IRC (1,25 veces del Sham). De forma analoga,
los animales IRC tratados con lisinopril méas Leu-8 (1,16 veces del Sham) presentaron
niveles mas bajos de p-JNK que aquellos animales IRC tratados solo con lisinopril (Figura
30B). Estos resultados muestran que la administracion de lisinopril en animales con IRC y
en células mTAL genera el aumento de los niveles proteicos de COX-2 siendo mediado por
la via JNK/c-Jun. De manera preliminar este efecto estaria siendo mediado a través del

receptor B1 de BK.
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Figura 30: El aumento en los niveles proteicos de JNK y p-JNK es dependiente del

receptor B1 de BK. Sobre el gréafico se muestran western blots para JNK (A), p-JNK (B) y

[-actina usada como control de carga. L: lisinopril, HOE: HOE-140, Leu-8: Des-Arg-Leu8.

(n=1).
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8.5  Diuresis, FE K’y FE Na" en animales IRC y Sham.

Al analizar la diuresis en los animales IRC tratados con lisinopril, celecoxib,
meclofenamato y los tratamientos combinados observamos que las diferentes condiciones
experimentales no presentan diferencias significativas en comparacion con los animales
Sham, IRC ni entre ellos. (P>0.05) (Tabla 1).

Por otra parte se evalud la fraccion excretada de Na* (FE Na*) y K* (FE K"), evidenciando
que los animales IRC (69,86 + 4,52 %) presentaron un aumento significativo en la FE K*
en comparacién con los animales Sham (26,66 + 3,36 %) (P<0.05). Al evaluar las
diferentes condiciones experimentales, se observé que los animales IRC tratados con
lisinopril (32,92 + 4,24 %), celecoxib (30,58 £ 6,99 %), lisinopril mas celecoxib (31,41 +
5,34 %), lisinopril mas meclofenamato (37,20 + 9,12 %) y celecoxib méas meclofenamato
(36,87 * 6,19 %) presentaron una disminucion significativa en la FE K* en comparacion
con los animales IRC sin tratamiento (69,86 + 4,52 %), asemejandose a la condicion Sham
(26,66 + 3,36 %). (P<0.05) (Tabla 1).

Al evaluar la FE Na* no se observan diferencias significativas con la condicion Sham, IRC
y entre los distintos tratamientos. De igual forma se observa una tendencia de aumento en

los animales IRC e IRC tratados en comparacion con los animales Sham (Tabla 1).
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Al analizar la diuresis en los animales tratados con lisinopril, anisomicina, SP600125 y los
tratamientos combinados, se observo que los animales tratados con SP600125 (17,50 + 3,15
ml/16hrs) y anisomicina mas SP600125 (16,30 + 5,24 ml/16hrs) presentaron un aumento
significativo en comparacion con los animales Sham (7,17 £+ 2,89 ml/16hrs) (P<0.05). Los
animales tratados con lisinopril, anisomicina o los tratamientos combinados no presentan
diferencias significativas en comparacion con los animales Sham e IRC. (P>0.05) (Tabla
2).

En la FE K" se observo que los animales IRC tratados con lisinopril (27,89 + 3,85 %),
anisomicina (30,19 + 9,76 %), lisinopril mas anisomicina (27,96 + 2,11 %) y lisinopril mas
SP600125 (27,61 + 4,82 %) presentaron una disminucion significativa en la FE K* en
comparacion con los animales IRC sin tratamiento (59,83 + 4,62 %) (P<0.05). No se
observaron diferencias significativas en comparacion con los animales Sham (44,75 + 5,10
%) (P>0.05) (Tabla 2).

Al analizar la FE Na® se observo que los animales IRC tratados con SP600125 (1,26 + 0,18
%) y anisomicina mas SP600125 (1,43 + 0,36 %) presentaron un aumento significativo en
comparacion con los animales Sham (0,28 + 0,04) (P<0.05) (Tabla 2).

Los animales Sham tratados con lisinopril, anisomicina, SP600125, celecoxib y
meclofenamato no presentaron diferencias significativas entre si en la diuresis, FE Ky FE
Na" evidenciando que los tratamientos utilizados en animales Sham no gener6 cambios en

los pardmetros estudiados a nivel renal (P>0.05) (Tabla 3).
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Tabla 1

Tratamiento | Diuresis (ml/16 hrs) FE K* (%) FE Na* (%)
Sham 13,36 £ 2,26 26,66 * 3,36 0,16 £ 0,15
IRC 13,55+ 2,77 69,86 * 4,52* 0,57 +£0,16
IRC+L 8,70+1,01 32,92 + 4,24 0,36 £ 0,15
IRC+C 11,93 +7,05 30,58 £ 6,99¢ 0,62 £ 0,05
IRC+M 6,43 + 0,80 40,37 + 10,94 0,77 0,21
IRC+L+C 9,87 £ 2,52 31,41 £ 5,34 0,54+ 0,12
IRC+L+M 9,42 £ 2,77 37,20 £ 9,12¢ 0,43+£0,13
IRC+C+M 9,87 £ 3,84 36,87 + 6,19¢ 0,68 £ 0,03

Tabla 1: Diuresis y Fraccion excretada de Na® y K* en animales IRC tratados con
lisinopril, celecoxib y meclofenamato: Las muestras fueron colectadas mediante jaula
metabdlica de 16 hrs. *P< 0,05 vs Sham. «P< 0,05, «P< 0,005 vs IRC. Analisis estadistico;

ANOVA, post-hoc test Tukey (n=4).
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Tabla 2

Tratamiento | Diuresis (ml/16 hrs) FE K* (%) FE Na* (%)
Sham 7,17 + 2,89 44,75 £ 5,10 0,28 £0.04
IRC 13,67 + 2,04 59,83 + 4,62 0,90+ 0,16
IRC+L 10,52 £ 2,59 27,89 £ 3,85¢ 0,29 £ 0,07
IRC+A 12,20 £ 3,77 30,19 £ 9,76¢ 0,40+£0,18
IRC + SP 17,50 £ 3,15 ** 29,63 5,11 1,26 +0,18*
IRC+L+A 13,40+ 1,79 27,96 £ 2,11e° 0,24 £0,02
IRC+L+SP 13,18 £ 4,15 27,61 £ 4,820 0,71+£0,10
IRC+A+SP 16,30 £ 5,24 * 44,71 + 7,28 1,43 +0,36**

Tabla 2: Diuresis y Fraccion excretada de Na* y K" en animales IRC tratados con

lisinopril, anisomicina y SP600125: Las muestras fueron colectadas mediante jaula

metabdlica de 16 hrs. *P< 0,05, **P< 0,005 vs Sham. *P< 0,05, «sP< 0,005 vs IRC.

Anaélisis estadistico; ANOVA, post-hoc test Tukey (n=4).
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Tabla 3

Tratamiento | Diuresis (ml/16 hrs) FE K* (%) FE Na* (%)
Sham 11,87 +1,17 35,84 +£1,01 0,19 £ 0,02
Sham + L 9,53 £0,57 32,40 = 7,36 0,19 + 0,03
Sham + A 8,93 +£0,80 30,61+1,18 0,24 £0,02
Sham + SP 11,60+ 0,70 28,35+ 4,08 0,20 £ 0,02
Sham + C 11,40+ 1,53 26,41 + 4,58 0,18 + 0,04
Sham + M 1223+1,41 29,85+ 1,69 0,15+0,01

Tabla 3: Diuresis y Fraccion excretada de Na* y K* en animales Sham tratados con
lisinopril, anisomicina, SP600125, celecoxib y meclofenamato: Las muestras fueron
colectadas mediante jaula metabdlica de 16 hrs. Analisis estadistico; ANOVA, post-hoc test

Tukey (n=3).
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