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1. Antecedentes 
 
1.1 Evolución de la insuficiencia renal crónica 
 

  Durante el curso de la insuficiencia renal crónica (IRC), el proceso 

fisiopatológico inicial induce primeramente una disminución significativa de la 

filtración glomerular y eventualmente la pérdida de la función renal.  

Brenner y colaboradores propusieron que la reducción crónica de la 

masa renal producida como resultado de la progresión de la nefropatía 

hipertensiva, induce una respuesta adaptativa en las nefronas remanentes. En 

estas nefronas, la vasodilatación preglomerular facilita la transmisión de la 

presión arterial periférica a los capilares glomerulares. La hiperfiltración 

resultante, sirve inicialmente para mantener la filtración glomerular y el balance 

de sodio a corto plazo, pero secundariamente conduce al daño glomerular 

progresivo como producto del incremento en la presión capilar glomerular y la 

pérdida de la función renal a largo plazo, lo cual se traduce en proteinuria 1.  

Una vez que se ha presentado la proteinuria, se acelera la progresión 

del daño renal, constituyendo uno de los principales factores predictivos de la 

evolución del daño renal 2. 

La evolución de la insuficiencia renal crónica puede dividirse en 4 fases: 

1) disminución de la reserva renal, 2) insuficiencia renal incipiente, 3) 

insuficiencia renal sintomática y (4) enfermedad renal terminal. La disminución 

de la reserva renal implica una disminución del 25% del índice de filtración 

glomerular (FG), en esta etapa el balance hidro-electrolítico y ácido-base son 

mantenidos a través de modificaciones adaptativas de las nefronas 

remanentes, sin embargo un decremento del 75% de la FG, a pesar de cursar 

de manera asintomática, presenta un incremento en los niveles de 



urea/creatinina además de anormalidades en los niveles séricos de diversas 

hormonas tales como: eritropoyetina, calcitriol y hormona paratiroidea. 

Una vez que el FG presenta una disminución mayor del 75% la 

enfermedad se torna sintomática presentando anemia, acidosis, hipocalcemia, 

hiperfosfatemia e hipercalemia; esta etapa de la enfermedad progresa 

rápidamente siendo necesaria la terapia de reemplazo, lo cual marca el inicio 

de la insuficiencia renal terminal 3. 

Numerosos modelos experimentales se han utilizado para evaluar los 

mecanismos que intervienen en la progresión del daño renal. El más utilizado 

es la Nx 5/6, la cual produce hipertensión arterial, proteinuria y fibrosis renal 

progresiva, reproduciendo los cambios morfo-funcionales producidos en las 

etapas finales de la enfermedad renal crónica posterior a una pérdida 

sustancial de la masa renal. 

1.2 Mecanismos involucrados en la progresión del daño renal 
 

Aunque los cambios hemodinámicos están involucrados de manera 

importante en el desarrollo de la enfermedad renal progresiva, existen diversos 

fenómenos de carácter inflamatorio y profibrótico que tienen lugar entre el 

proceso desencadenante inicial y la etapa final del daño renal, los cuales 

podrían  mantener y/o exacerbar el daño tisular.   

Diversos estudios han demostrado que el daño renal está asociado con 

un incremento en la síntesis de óxido nítrico (NO) producido a partir de la 

isoforma inducible de la familia de las sintasas de óxido nítrico (NOS), 

caracterizada como NOS-2 la cual se expresa tanto en el glomérulo como en el 

intersticio renal bajo condiciones patológicas 4-6.  



El NO es una molécula lipofílica, altamente reactiva, con diversas 

funciones biológicas entre las que se encuentran: la regulación del tono 

vascular 7, los procesos de agregación plaquetaria 8, inflamación 9, aprendizaje 

y memoria 10, diferenciación celular 11, migración celular 12, y apoptosis 13. 

El NO es generado a partir de L-arginina, oxígeno molecular, y NADPH 

por una familia de enzimas colectivamente llamadas sintasas de óxido nítrico 

(NOS), las cuales comparten una organización estructural básica. 
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Fig. 1 Reacciones de la sintasa de óxido nítrico. Oxidación de L-arginina dependiente de 
NADPH para formar L-citrulina y NO. 
 
 
2. Estructura general de las sintasas de óxido nítrico 

 
Las NOS están constituidas por dos dominios estructurales, un dominio 

oxidativo localizado en el extremo amino y un dominio reductor localizado en su 

extremo carboxilo, ambos separados por un dominio de unión a calmodulina. El 

dominio oxidativo contiene el sitio activo hemo del tipo de la citocromo P-450 y 

un sitio de unión a tetrahidrobiopterina (BH4), mientras el dominio reductor 

contiene un dominio de transferencia de electrones al cual se asocian  

mononucléotido de flavina (FMN) y flavín adenina dinucleótido (FAD) 14. 

 



Estructura básica de las NOS 

 

Fig. 2 Estructura básica de las NOS. En este se muestran los dominios estructurales de 
las sintasas de óxido nítrico, se indican los sitios de unión para L-arginina, hemo, 
tetrahidrobiopterina (BH4) y calmodulina,  
 

La actividad de las NOS requiere la asociación de BH4 y calmodulina, 

esta asociación puede inducirse por el incremento transitorio en las 

concentraciones de Ca2+ intracelular, actuando como un modulador alostérico 

de las tres isoformas de la NOS. 

Como resultado de su potente reactividad química y su alta capacidad 

de difusión, la actividad de las NOS están sujetas a una variedad de 

modificaciones post-transcripcionales, las cuales incluyen: eventos de 

fosforilación, interacción proteína-proteína y modificación de grupos 

funcionales, las cuales modulan la distribución espacial, la síntesis de NO, así 

como su efecto espacio-temporal 15. 

2.1 Localización, función y regulación de las NOS en el riñón 
normal 

 
Una variedad de métodos se han utilizado para identificar la expresión de 

las NOS en el tejido renal. Los estudios realizados mediante 

inmunohistoquímica han demostrado que las tres isoformas de la NOS se 

expresan en el tejido renal. La NOS-1 o neuronal, caracterizada por primera 

vez en el tejido nervioso, se expresa predominantemente en la mácula densa, 



donde regula el mecanismo de retroalimentación túbuloglomerular, la secreción 

de renina además de participar en la absorción de HCO-
3. Aunque, la expresión 

de la NOS-1 parece estar regulada en el riñón durante condiciones de salud y 

enfermedad, virtualmente no se conocen con detalle los mecanismos que 

intervienen en su regulación 16. Su gen se expande 200 kilobases (KB) 

localizándose dentro del cromosoma 12, su principal transcrito esta constituido 

por 29 exones, los cuales traducen una proteína de 160 kD 17.  

La isoforma endotelial NOSe o NOS-3 se caracterizó a partir de las 

células del endotelio vascular, en el tejido renal se expresa predominantemente 

en el endotelio vascular glomerular, donde participa en la regulación de la 

resistencia vascular renal tanto de la arteriola aferente como eferente 

manteniendo el flujo plasmático renal, además de intervenir en el control de la 

excreción de sodio en la médula renal ante variaciones en la dieta ayudando a 

mantener la presión arterial sistémica, entre los factores que regulan su 

expresión se encuentran la tensión sobre la pared vascular, hipoxia, TNF-α, 

lipoproteínas oxidadas de baja densidad, factores de crecimiento fibroblástico y 

del endotelio vascular, así como diversas modificaciones post-transcripcionales 

como la N-miristoilación y palmitoilación del extremo amino indispensables para 

su correcta ubicación en las caveolas de la membrana celular endotelial 18. Su 

gen se localiza dentro del cromosoma 7, constituyéndose de 26 exones, los 

cuales codifican para una proteína de 135 kD 19.  

Por último, la NOSi ó NOS-2 fue caracterizada en macrófagos, y a 

diferencia de las isoformas constitutivas (NOS-1 y NOS-3), esta se activa 

transcripcionalmente después de un estímulo pro-inflamatorio, en el cual la 

secreción de ciertas citocinas como IL-1β, TNF-α y lipopolisacáridos facilitan la 



unión del factor nuclear-κB (NF-κB) a sus elementos de respuesta dentro del 

promotor de NOS-2 induciendo su expresión, lo cual genera altas 

concentraciones de NO 20. La NOS-2 se identificó en células mesangiales, en la 

arteriola aferente, y en el epitelio del túbulo colector medular donde 

probablemente en condiciones normales participa en la excreción de sodio, 

agua y bicarbonato de sodio 18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Localización renal de NOS-2. Segmentos de la nefrona donde se localiza NOS-2  
 
 

2.2 Organización estructural del promotor de la NOS-2 
 

Se han caracterizado dos regiones dentro del promotor de NOS-2 en el 

ratón: la Región I, la cual constituye un módulo central, mientras que la 

segunda región más distal contiene elementos de respuesta a lipopolisacáridos 

y citocinas 21. Además se han identificado elementos de respuesta para NF-κB  

22, hipoxia 23, cajas C/EBP 24, factor regulador del interferón gama tipo-1 (IRF-1) 

25-26, así como dos elementos de respuesta secuenciales activados por IFN-γ 

dentro de la región II 27.  
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Sin embargo, aunque se ha descrito la organización estructural del 

promotor para el gen de NOS-2 en el ratón, la regulación transcripcional de 

este gen en el ser humano difiere notablemente.  

En contraste al promotor de NOS-2 en el ratón, las primeras 4.7 kb en el 

extremo 5’ del promotor en el ser humano no contiene elementos de respuesta 

para citocinas, ya que tales sitios se localizan en secuencias corriente arriba 

del promotor (– 5.8 kb), además de que se han descrito tres elementos de 

respuesta para NF-κB los cuales muestran un efecto sinérgico 28 así como, 

elementos de respuesta a AP-1, que también le confieren inducibilidad a 

citocinas 29. 

Organización estructural del promotor de la NOS-2 en el ser humano  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 4 Organización estructural del promotor de la NOS-2. a) Estructura esquemática del 
extremo 5’ del promotor de NOS-2 de origen humano, el cual muestra los sitios 
potenciales para la generación de diversas isoformas por splicing alternativo, b) 
estructura de la región distal del promotor de NOS-2, el cual parece ser un elemento de 
respuesta a citocinas. 
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2.3 Participación de NOS-2 en modelos experimentales de 
daño renal  

  
Se ha mostrado que las altas concentraciones de NO producidas a partir de 

NOS-2 tiene efectos deletéreos sobre la función celular como la inhibición 

irreversible del complejo I, II y ATPasa de la cadena respiratoria, la inhibición 

de la acotinasa y superóxido dismutasa dependiente de Mn (MnSOD) 

miticondrial, modificaciones por S-nitrosilación en factores de transcripción 

bloqueando sus propiedades de unión al DNA, alteraciones en la actividad de 

proteínas por nitrosilación de grupos funcionales (p21ras) 30, e inducción de 

apoptosis, por lo su participación en la progresión del daño renal ha sido 

evaluada en diversos modelos experimentales.  

En este sentido, se han llevado a cabo estudios para evaluar la 

expresión de NOS-2 mediante análisis de inmunohistoquímica e hibridación in 

situ en glomérulos aislados de rata con glomerulonefritis por complejos 

inmunes, los cuales observaron un incremento en los niveles de RNAm de 

NOS-2 en células mononucleares intraglomerulares y en células del infiltrado 

inflamatorio  intersticial, lo cual sugirió una relación entre la sobreexpresión de 

NOS-2 y la aparición de alteraciones estructurales en el tejido renal 31. Por otra 

parte, Furusu y colaboradores 32 demostraron un incremento significativo en la 

expresión de NOS-2 en biopsias renales de pacientes con nefropatía por IgA, 

nefritis lúpica, nefropatía membranosa y enfermedad renal de cambios 

mínimos. Tales evidencias experimentales sugieren la participación de NOS-2 

en la generación de daño renal en procesos patológicos que cursan con un 

proceso inflamatorio crónico. 

 

 



 

 

 

 

 

 

Fig. 5 Sobre-expresión de NOS-2 en biopsias renales de pacientes con nefropatía por IgA 
y nefritis lúpica, obsérvese la ausencia de NOS-2 en el riñón normal y en pacientes con 
enfermedad renal de cambios mínimos. 
 

Por otra parte Ketteler y colaboradores 33, evaluaron la participación de 

la NOS-2 en un modelo experimental de glomerulonefritis por anticuerpos anti 

Thy-1, observando un incremento en la expresión de NOS-2, así como un 

incremento en el número de macrófagos infiltrantes, estos eventos se 

asociaron con un mayor daño tisular, además de prolongar la respuesta 

quimiotáctica dando como resultado una mayor respuesta inflamatoria en el 

tejido renal.  

Recientemente, Peters y colaboradores 34, observaron que la 

administración de L-arginina a ratas con nefritis lúpica experimental indujo una 

mayor fibrosis renal, la cual se asoció con un incremento en la expresión de 

factores profibróticos como TGF-β, fibronectina y del inhibidor del activador del 

plasminógeno-1 (PAI-1), así como una caída acelerada de la función renal.  

Además, se han observado efectos deletéreos sobre la estructura y función 

renal asociados con la administración de L-arginina y la subsiguiente activación 

de la isoforma inducible en varios modelos experimentales como vasculitis 

dérmica asociada a inmuno-complejos, daño pulmonar asociado a hipoxia, 

colitis tóxica y reperfusión cerebral 35-37. 
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Aunque, los estudios mencionados anteriormente han sugerido que la 

activación de NOS-2 participa de manera importante en el desarrollo del daño 

renal, otros autores han encontrado resultados contradictorios. Vaziri y 

colaboradores 38 encontraron una disminución en la expresión de NOS-2 en 

ratas con Nx 5/6, así como en un modelo de síndrome nefrótico, sugiriendo que 

la pérdida de la masa renal podría disminuir la expresión de la NOS-2. Además 

un estudio en pacientes 39, mostró una disminución en la producción total de 

NO en pacientes con insuficiencia renal crónica (IRC), sugiriendo que su 

disminución podría contribuir a la aparición de hipertensión arterial y al 

desarrollo de la progresión del daño renal.  

En relación con las evidencias que sugieren la participación activa de 

NOS-2 en la evolución del daño renal, Fujihara y colaboradores 40 demostraron 

la expresión diferencial de dos fracciones distintas de NOS-2 en el tejido renal 

en ratas con nefrectomía 5/6, las cuales fueron caracterizadas como una 

fracción constitutiva, la cual muestra bajos niveles de expresión en condiciones 

normales y una fracción intersticial, la cual se induce de manera importante en 

zonas con un proceso inflamatorio, sugiriendo su participación en la inducción 

del daño renal.  

  Actualmente se han desarrollado distintas estrategias para disminuir el 

proceso inflamatorio en diversos modelos de daño renal crónico como la 

administración de anti-inflamatorios no esteroideos (nitroflurbiprofen) 41, la 

administración de inmunosupresores (micofenolato de mofetil) 42-43, así como la 

utilización de anticoagulantes del tipo de la pentoxifilina 44, los cuales mostraron 

efectos benéficos al disminuir de manera importante el infiltrado inflamatorio, la 

proteinuria y los cambios estructurales sin modificar la presión arterial, 



sugiriendo por una parte, que el proceso inflamatorio que tiene lugar en fases 

intermedias del daño renal participa de manera importante en la patogénesis y 

desarrollo de la enfermedad renal progresiva y por otro, que la generación de 

daño renal depende sólo parcialmente de los cambios sobre la presión arterial 

sistémica.  

Más específicamente, se han realizado estudios donde se ha 

demostrado el efecto benéfico de la inhibición selectiva de NOS-2 sobre el 

daño renal. En este sentido, Brooks 45 y Fujihara 39 observaron que la 

administración de un inhibidor selectivo de la NOS-2 (AG) en ratas con 

nefrectomía subtotal disminuyó la proteinuria y los cambios estructurales 

asociados con este modelo, sin cambios aparentes sobre la presión arterial 

sistémica, por lo que los autores sugirieron que su efecto protector podría estar 

asociado a un efecto anti-inflamatorio como resultado de la inhibición selectiva 

de NOS-2.  

2.4 Activación de COX-2 por NO 
 

Aunque se han descrito diversos mecanismos por los que el NO podría 

inducir procesos de daño tisular como la generación de radicales libres, 

actualmente se ha demostrado que el NO podría funcionar como un modulador 

alostérico de diversas enzimas tales como la ciclooxigenasa-2 (COX-2), la cual 

esta involucrada en la generación de prostaglandinas proinflamatorias como 

PGE2, PGD2, PGF2α, prostaciclina; PGI2, tromboxano A2 y leucotrienos 46.  

3. Participación de las prostaglandinas en la función renal 
 

Las PGs son importantes mediadoras de la función renal sus efectos 

incluyen: regulación de la hemodinámica glomerular, transporte de electrólitos y 

agua, así como en la producción y secreción de renina 47-48. Los prostanoides 



derivados de la actividad de COX-2 también están involucrados en la 

generación de procesos deletéreos  observados durante el desarrollo del daño 

renal como incremento en la excreción de proteínas urinarias, alteraciones del 

tono vascular de la arteriola aferente y el desarrollo de fibrosis renal. 

3.1 Síntesis de prostaglandinas 
 

Las prostaglandinas (PGs) se generan a partir del metabolismo 

enzimático del ácido araquidónico por una familia de enzimas identificadas 

como ciclooxigenasas. Actualmente se han descrito dos isoformas de la 

ciclooxigenasa caracterizadas como ciclooxigenasa-1 y 2. La COX-1 se 

expresa ampliamente en diversos órganos (hígado, glándula mamaria, útero, 

pulmón y riñones) en condiciones basales, sin variaciones sustanciales a lo 

largo del ciclo celular, mientras que COX-2 se comporta como una proteína 

inducible en diversos tejidos y tipos celulares, aunque su expresión puede ser 

constitutiva en diferentes órganos como placenta, cerebro y riñón 49.  

Entre los estímulos capaces de inducir la expresión de COX-2 se 

encuentran citocinas pro-inflamatorias, lipopolisacáridos y diversos factores de 

crecimiento 50.  

3.2 Factores que modulan la activación del promotor de COX-2 
 

Mediante el análisis de la secuencia del promotor de COX-2 se han 

identificado un gran número de sitios consenso, al cual se unen diversos 

factores de transcripción 51. 

Entre los factores de transcripción involucrados en la activación del 

promotor para COX-2 se destacan: NF-κB 52, el factor nuclear de células T 

activadas (NF-AT) 53, la proteína de unión a elementos de respuesta a AMPc 

(CREB) 54, la proteínas de asociación a facilitadores con secuencias CAAT 



(C/EBP) 55, sitios de unión a AP-1 y AP-2 56-57, factor nuclear del  IL-6 (NF-IL6) 

58, sitios de unión a la proteína específica-1 (SP-1) 59, así como sitios de unión 

para receptores de activación para la proliferación de peroxisomas (PPARs) 60. 

3.3    Participación de NOS-2 y COX-2 en la progresión del daño               
renal 
 

Con respecto a la contribución de COX-2 en la progresión del daño 

renal, existen diversas evidencias experimentales que demuestran su 

participación en la generación de daño renal. Wang y colaboradores 

demostraron la sobre-expresión de COX-2 en riñones de ratas con Nx 5/6, lo 

cual se asocio importantemente a la aparición de alteraciones estructurales en 

el tejido renal 61. Posteriormente, el mismo grupo, demostró que la 

administración de un inhibidor selectivo de COX-2 disminuyó significativamente 

la proteinuria, así como el desarrollo del daño renal progresivo 62, lo cual sugirió 

que el aumento en los niveles de expresión de COX-2 en condiciones 

patológicas, puede iniciar y/o acelerar el daño renal.  

Por otra parte, en un modelo de glomerulonefritis aguda mediada por 

complejos inmunes se demostró que la inhibición selectiva de COX-2 produjo 

una disminución en la actividad y expresión de la NOS-2, mientras que la 

inhibición de NOS-2 indujo un efecto negativo sobre la actividad de COX-2 in 

vivo, sugiriendo que la existencia de vías de intercomunicación entre NO y 

prostanoides podrían contribuir al daño renal 63.  

Por su parte, Vane y colaboradores demostraron la expresión simultánea 

de NOS-2 y COX-2 en un modelo experimental de inflamación granulomatosa 

en la rata, por lo que los autores sugirieron que la producción concurrente de 

eicosanoides como PGE2, así como la producción de NO contribuyen de 

manera importante en el proceso inflamatorio al incrementar la producción de 



sus moléculas efectoras AMPc y GMPc, respectivamente 64 y por otra la 

generación de vías de retroalimentación positiva que amplifican y perpetúan el 

proceso inflamatorio 65.  

Aunque recientemente se ha dado mayor importancia a las vías de 

intercomunicación que se establecen entre NOS-2 y COX-2, se han descrito 

procesos de activación de COX-2 a través del NO sintetizado a partir de NOS-1 

66 o la modulación de NOS-3 por eicosanoides producidos a partir de COX-2 67 

durante el periodo perinatal y durante el desarrollo del sistema nervioso central 

(SNC) en distintas especies, por lo que resulta importante considerar que los 

productos de ambas enzimas pueden establecer vías de retroalimentación 

tanto positivas como negativas.  

Organización estructural del promotor de la COX-2: 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6 Representación esquemática del promotor de COX-2 en el ser humano, el cual 
muestra sitios consenso para distintos factores de transcripción.   
 

Bajo diversas circunstancias los efectos del NO sobre la expresión de 

COX-2 son de carácter inhibitorio, por lo que los efectos del NO sobre la 

expresión de COX-2 podrían estar relacionados con las concentraciones de 

NO, el tipo celular y el estado de activación celular 68-69.  
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3.4 Participación de NOS-2 y TGF-β1 en la evolución del daño 
renal 

 
Resulta importante señalar, que además de establecer mecanismos de 

intercomunicación entre vías proinflamatorias, los productos derivados de NOS-

2 (NO y peroxinitrítos) podrían incrementar la biodisponibilidad de factores 

profibróticos tales como el factor de crecimiento transformante-β  (TGF-β). 

3.5 Biología del TGF-β1  
 

El TGF-β es una citocina que pertenece a una gran familia de proteínas 

estrechamente relacionadas, las cuales incluyen además de la familia del TGF-

β a las activinas y a las proteínas morfogenéticas del hueso o (BMPs) 70.  

De esta familia de proteínas, la más ampliamente estudiada es el TGF-

β1, el cual es secretado como un homodímero inactivo de 25 kDa unido con 

una proteína asociada de latencia o LAP. En algunos casos, este complejo 

puede estar asociado a una proteína de 125-160 kDa, caracterizada como 

proteína de unión al TGF-β latente ó LTBP-β. La proteína asociada de latencia 

inhibe la unión del TGF-β a su receptor 71. 

La familia del TGF-β se une a su familia de receptores, la cual 

comprende 7 receptores de tipo I y 5 receptores del tipo II 72. Los receptores 

tipo I y tipo II pueden formar una variedad de heterodímeros los cuales han sido 

descritos en el tejido renal 73.   

Los receptores para el TGF-β1 fueron caracterizados como TbRI y TbRII 

los cuales funcionan como cinasas de serina/treonina cinasa asociados a 

membrana, los cuales posterior a la unión del ligando fosforilan una serie de 

proteínas, caracterizadas como R-Smad´s (Smad 2-3 para TGF-β1 y activinas: 

Smad 1, 5 y 8 para BMP´s), las cuales una vez activadas establecen hetero-



trímeros con un segundo tipo de Smad común a todas las vías caracterizadas 

como Co-Smad´s (Smad-4). La tercera categoría de Smads, las Smads 

inhibitorias (Smad-6 y 7), funcionan como elementos inhibitorios de la vía del 

TGF-β1 y su expresión ha sido identificada en el riñón 74-77. 

Mecanismos de acción del TGF-β 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7 Representación esquemática de las vías de señalización TGF-b/Smad's. Este 
sistema, involucra una familia de receptores membranales con actividad cinasa, los 
cuales fosforilan una serie de proteínas caracterizadas como Smad’s, una vez activadas 
estas pueden formar complejos multiméricos, los cuales pueden actuar como factores 
de transcripción.   
 
 

3.6 El TGF-β y la fibrosis renal 
 

Existen diversos estudios que involucran al TGF-β1 en la acumulación 

de matriz extracelular (MEC) en el glomérulo y en el desarrollo de la fibrosis 

renal. Esta citocina se expresa en el tejido renal del ser humano y se ha 

asociado con un incremento en la síntesis de elementos de la matriz 

extracelular en diversas  enfermedades del riñón 78-79. 

 Además, se ha demostrado una clara relación entre el desarrollo de 

fibrosis túbulointersticial y la sobreexpresión del TGF-β1 en ratones 

transgénicos 80, lo cual sugieren que el TGF-β podría inducir la acumulación de 
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matriz extracelular en el riñón favoreciendo el desarrollo de fibrosis túbulo 

intersticial.  

El empleo de maniobras experimentales utilizadas para disminuir el daño 

renal secundario a la expresión y actividad del TGF-β1, como la infusión 

intrarrenal de un oligonucleótido antisentido dirigidos contra el RNAm del TGF-

β en un modelo de obstrucción ureteral unilateral, disminuyó el desarrollo de 

fibrosis túbulointersticial, sugiriendo la participación del TGF-β1 en el desarrollo 

del daño tisular renal 81.  

Por el contrario, no todos los estudios han detectado niveles elevados de 

TGF-β1 en enfermedades renales en humanos o en modelos experimentales 

de glomeruloesclerosis, lo cual puede estar en relación con el tipo de 

enfermedad renal o bien al curso temporal de la misma, dentro del cual el TGF-

β1 podría cambiar su patrón de expresión dando lugar a la activación de otros 

factores profibróticos como el factor de crecimiento del tejido conjuntivo (CTGF) 

82. 

3.7 Interacción de NOS-2 y TGF-β1 en la progresión del daño 
renal 

 
Existen evidencias experimentales que demuestran vías de interacción 

funcional entre NOS-2 y TGF-β1, las cuales podrían establecer asas de 

retroalimentación positiva para este último, que podrían incrementar la 

biodisponibilidad del TGF-β1 activo al inducir cambios conformacionales en el 

péptido asociado de latencia (LAP), dependientes de la generación de estrés 

oxidativo derivadas de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, lo cual 

permitiría la unión del TGF-β1 a su receptor activando las vías de señalización 

mencionadas anteriormente 83-84.  



Los datos anteriores sugieren que el NO sintetizado a partir de NOS-2 

podría establecer mecanismos de intercomunicación, los cuales activarían 

factores pro-inflamatorios y pro-fibróticos facilitando la aparición de alteraciones 

morfo-funcionales como proteinuria, perdida progresiva de la función renal, 

fibrosis renal así como, el desarrollo de arteriolopatía, acelerando la caída de la 

función renal y la evolución a la enfermedad renal terminal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 



1. Justificación 
 

La insuficiencia renal crónica representa un importante problema de salud, 

la cual se presenta generalmente como un evento secundario a diversas 

patologías pre-existentes como hipertensión arterial, diabetes mellitus, 

aterosclerosis, etc. En México la insuficiencia renal es una de las principales 

causas de atención hospitalaria ocupando el 4º lugar en hombres y el 10º lugar 

en mujeres. 

Asimismo este padecimiento ocupa el 10º lugar de mortalidad en la 

población masculina con 1972 casos y el 8º lugar en la población femenina con 

1743 casos.  

Aunque los cambios hemodinámicos están involucrados de manera 

importante en el desarrollo de la enfermedad renal progresiva, recientemente 

se ha dado importancia a los procesos patológicos que tienen lugar entre el 

proceso inicial y las etapas tardías del daño renal, entre éstos destaca el 

proceso inflamatorio renal, el cual se asocia con la expresión de NOS-2 en 

diversos modelos experimentales de enfermedad renal 30-32. Sin embargo, 

aunque existen controversias con respecto a la expresión de NOS-2 durante la 

evolución del daño renal 37, datos recientes sugieren que las altas 

concentraciones de NO producidas como resultado de la sobre-expresión de 

NOS-2 podría activar y/o inducir la expresión de moléculas pro-inflamatorias y 

pro-fibróticas como COX-2 67-68 y TGF-β1 83-84, las cuales podrían establecer 

asas de retroalimentación positiva que a su vez facilitarían la evolución del 

daño renal. Por lo que el estudio del patrón de expresión de NOS-2 durante la 

progresión del daño renal, su efecto sobre la expresión de COX-2 y TGF-β1, y 

su asociación con la aparición de alteraciones estructurales en el riñón, 



permitirá por una parte aclarar las controversias existentes con respecto a la 

expresión de NOS-2 durante la evolución del daño renal y por otra establecerá 

por primera vez en el riñón, si existe una asociación entre la sobre-expresión 

de NOS-2 y la inducción de moléculas pro-inflamatorias y pro-fibróticas, 

durante la progresión de la enfermedad renal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5. Hipótesis 
 

1. La ablación renal subtotal incrementará los niveles de expresión de NOS-2 

en el tejido renal, lo cual se asociará con la sobreexpresión de COX-2 y 

TGF-β1, facilitando la aparición de lesiones estructurales en el tejido renal 

como el engrosamiento de la capa media de la arteriola aferente 

(arteriolopatía) y el incremento en el depósito de matriz extracelular en el 

túbulo-intersticio (fibrosis túbulo-intersticial). 

2. La inhibición selectiva de NOS-2 con AG y L-NIL reducirá los niveles de 

expresión de COX-2 y TGF-β1 en el tejido renal, así como el desarrollo de 

arteriolopatía y la fibrosis túbulo-intersticial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6. Objetivos 
 

6.1 Generales 
 

1. Evaluar la expresión de NOS-2 en la progresión del daño renal en un 

modelo de Nx 5/6 en la rata. 

6.2 Específicos 
 

a) Evaluar el efecto de NOS-2 sobre la expresión de RNAm y proteína de 

COX-2 y TGF-β1 en un modelo de Nx 5/6 en la rata. 

b) Evaluar el efecto de la inhibición crónica de NOS-2 sobre la 

arteriolopatía y fibrosis túbulo-intersticial en el tejido renal de ratas con 

Nx 5/6. 

c) Analizar el efecto de la inhibición crónica de la NOS-2 con la 

administración de dos inhibidores selectivos de NOS-2 (AG y L-NIL) 

sobre la expresión del RNAm y proteína de COX-2 y TGF-β1, así como 

sobre el desarrollo de arteriolopatía y fibrosis tubulointersticial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7. Material y Métodos 
 

Se utilizaron 72 ratas machos de la cepa Sprague-Dawley con un peso 

de 300 g, las cuales se obtuvieron de Harlan, México. Cuarenta y cuatro ratas 

se anestesiaron con pentobarbital sódico a una dosis de 50 mg/kg de peso por 

vía intraperitoneal, después de lo cual se efectuó la nefrectomía 5/6 (Nx 5/6), la 

cual se realizó al escindir el riñón derecho y ligar de dos a tres ramas de la 

arteria renal izquierdas riñones, con lo cual se logra infartar 5/6 partes del tejido 

renal, tomando en cuenta que cada riñón se divide en 3/3 para fines 

quirúrgicos. Después de recuperarse de la anestesia, los animales fueron 

colocados en sus jaulas originales teniendo libre acceso al agua y alimento (0.5 

% Na+, 22% de proteínas), los animales fueron mantenidos a 20 °C con ciclos 

de luz/oscuridad de 12 horas.  

Las ratas se asignaron a 3 grupos: Grupo Control: constituido por 24 

ratas las cuales sólo fueron manipuladas sin someterse a ninguna maniobra 

experimental, Grupo con Nefrectomía 5/6 (Nx 5/6): integrado por 24 ratas las 

cuales se sometieron a Nx 5/6, y el grupo con Nx 5/6 constituido por 24 ratas a 

las cuales se les administró 24 h después de la cirugía, dos inhibidores 

selectivos de NOS-2 (AG al 0.1 % en el agua de beber, durante 21 días, con 

recambio del inhibidor c/24 h). Sin embargo, debido a la disminución en la 

producción de los productos avanzados de glicosilación AGE’s (caracterizados 

como agentes etiopatológicos importantes en la progresión del daño renal) 

inducido por AG, se agregó un grupo adicional de ratas, al cual se le administró 

el segundo inhibidor selectivo de NOS-2, (L-NIL 15mg/L en el agua de beber, 

durante 21 días, con recambio del inhibidor c/24 h), el cual no presenta algún 



efecto sobre la producción de los AGE’s. Todos los grupos fueron evaluados 

durante 21 días. 

7.1 Cuantificación de la presión arterial sistólica (PAS) 
 

La presión arterial sistólica se midió en la cola de ratas conscientes por 

medio del método de pletismografía (Narco Biosystem, Austin, TX, USA). Las 

ratas se entrenaron antes de medir la presión arterial realizándose dos 

mediciones una al inicio y otra al final del protocolo experimental.  

7.2 Proteinuria y depuración de creatinina 
 

Se realizaron recolecciones de orina de 24 horas en cajas metabólicas 

de todos los grupos experimentales, se determinó la excreción renal de 

proteínas por medio de un método turbidimétrico con ácido tricloroacético 

(TCA). Se preparó una solución estándar de albúmina sérica bovina en 

solución salina al 0.9% a una concentración de 1,000 µg/ml. A partir de esta 

solución se prepararon estándares de 100, 200, 400 y 800 µg/ml. 

Posteriormente se centrifugaron 3 ml de orina de cada grupo experimental a 

1000 x g durante 10 min y se tomó 1 ml del sobrenadante de cada muestra, a 

los cuales se les agregó 250 µl de TCA al 12.5 % al igual que a los estándares 

de albúmina. Cada orina problema se comparó con un blanco (1 ml de solución 

salina + 250 µl de TCA).  La absorbencia se ajustó a 0 con el blanco 

mencionado anteriormente. Tanto las muestras problemas como sus 

respectivos blancos se incubaron a temperatura ambiente durante 10 min. al 

final se cuantificó la concentración de proteínas a una λ de 420 nm. Las 

determinaciones de creatinina se realizaron con un método colorimétrico 

(Creatinina test, Spinreact, Girona, España), de acuerdo a las indicaciones del 

fabricante.  



7.3 Obtención de RNA 
 

 Después de un período de 21 días las ratas se sacrificaron, para lo cual 

se anestesiaron con pentobarbital sódico (50 mg/kg de peso i.p.) se obtuvo su 

riñón izquierdo, el cual se dividió macroscópicamente en corteza y médula 

renal, ambas secciones renales se congelaron en nitrógeno líquido y se 

conservó a –80°C hasta su utilización. 

 El RNA total se aisló a partir de cortezas y médulas renales de ratas 

individuales por el método de cloruro de cesio-tiocianato de guanidina. Se 

utilizaron aproximadamente 250 mg de tejido, el cual se homogenizó en 8 ml de 

una solución de lisis  (4 M de tiocianato de guanidina, 25 mM de citrato de 

sodio, 0.5 % de lauril sarcosil (w/v) y 0.1 M de β-mercaptoetanol) y luego se 

centrifugó a 1800 x g durante 15 min. El sobrenadante se transfirió a tubos de 

polialómero a los cuales se agregó 4 ml de cloruro de cesio (CsCl 5.68 M, 

acetato de sodio 3M pH 5.2). Las muestras se centrifugaron a 150,000 x g 

durante 18 h a 20°C en un rotor Sorvall modelo TH-641. El precipitado de cada 

muestra sé resuspendió en 300 µl de H2O grado biología molecular (BM) para 

las cortezas y en 150 µl para las médulas renales. Posteriormente se 

precipitaron con 0.1 vol de acetato de sodio 3M pH 5.2 durante 24 h., la 

concentración de RNA total se determinó a una λ de 260-280 nm (Beckman 

DU640; Beckman Brea, CA, USA). La integridad del RNA se evaluó por medio 

de electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se visualizó en un 

transiluminador de UV (Stratagene mod. 2020E).  

7.4 Tratamiento con DNasa 
 

 Para evitar la contaminación de las muestras de RNA total con DNA 

genómico, estas se trataron con DNAasa I. Tanto las cortezas como las 



médulas renales precipitadas con 24 horas de anticipación se centrifugaron a 

1500 x g a 4 °C durante 30 min., posteriormente se extrajo el sobrenadante por 

decantación y se agregaron 500 µl de etanol grado BM (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) al 70% y se centrifugaron nuevamente a 1500 x g a 4°C 

durante 5 minutos extrayendo completamente el sobrenadante después de lo 

cual, se repitió nuevamente otro ciclo de centrifugación bajo las mismas 

condiciones durante 1 minuto.  

Cada muestra se colocó en el desecador durante 2 minutos para 

remover cualquier remanente del sobrenadante y tanto las muestras de corteza 

como de médula renal se resuspendieron en 50 µl de agua grado BM. 

Posteriormente, se agregó 1 UI de DNAasa I-libre de RNAasa (Roche, 

Mannheim, Germany) por cada 100 µl de muestra, se incubaron a 37°C 

durante 15 min en presencia de volúmenes iguales de una mezcla de fenol-

cloroformo-isoamílico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), y se agitaron y 

centrifugaron a 1500 x g durante 5 min. Se obtuvo el sobrenadante de cada 

muestra teniendo cuidado de no mezclar ambas fases, el cual se precipitó con 

0.1 V de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 3 V de etanol grado BM al 100%. La 

precipitación se realizó durante dos horas a –80°C, los ciclos de centrifugación 

se repitieron y al final las muestras se resuspendieron en 50 µl de agua BM y la 

concentración de RNA total se cuantificó a una λ de 260- 280 nm. 

7.5 Cuantificación relativa del RNAm para NOS-2, COX-2 y      

TGF-β 
 

La expresión relativa de NOS-2, COX-2 y TGF-β1 se cuantificó tanto en la 

corteza como en la médula renal por medio del método de reacción en cadena 

de la polimerasa acoplada a la transcriptasa reversa (RT-PCR) utilizando los 



iniciadores obtenidos de (Invitrogen life technologies, CA, USA) mostrados en 

la tabla 1.  

 

Tabla 1. Secuencia de iniciadores utilizados para amplificar NOS-2, COX-2, TGF-ββββ1 por 
RT-PCR convencional 

 

Iniciador Secuencia Referencia 

NOS-2 Sentido 5’ GTC TTC CAC CAG GAG ATG TTG 3´ 

Antisentido 5´ CTC CTG CCC ACT GAG TTC GTC 3´ 

Morrisey et al 85 

570 bp 

COX-2 Sentido 5´ GCT GCT GAG AAG GGA GTT 3´ 

Antisentido 5´ GGT GGT ACT GTC GTT CCA 3´ 

Castrop et al 86 

356 bp 

TGF-β1 Sentido 5´ CAC CAT CCA TGA CAT GAA CC 3´ 

Antisentido 5´ TCA TGT TGG ACA ACT GCT CC 3´ 

Morath et al 87 

403 bp 

GADPH Sentido 5’ ATTGCATCCTGCACCACCAA 3’ 

Antisentido 5’ GTAGCCATATTCATTGTCATA 3’ 

Rocco et al 88 

515 bp 

 

Para evaluar los efectos no específicos de las maniobras experimentales 

y los niveles de expresión de NOS-2, COX-2 y TGF-β1, amplificamos un 

fragmento del gen correspondiente a la gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa (GADPH) utilizando un iniciador previamente descrito 88, el 

cual amplificó un producto de 515 pb. La contaminación por DNA genómico se 

descartó al amplificar las muestras sin agregar la transcriptasa reversa. 

 La reacción de transcripción reversa (RT) se realizó utilizando 5 µg del 

RNA total obtenido a partir de la corteza y médula renal de cada rata. 

Previamente a cada reacción de RT, el RNA se sometió a 65°C durante 10 min. 

La RT se realizó a 37°C durante 60 min en un volumen total de 20 µl, utilizando 

200 U de la transcriptasa reversa del virus de la leucemia del ratón (MMLV, 



Invitrogen Life Technologies, CA, USA), y 100 pmol de hexámeros, 0.5 mM de 

cada dNTP (Invitrogen Life Technologies, CA, USA) y 1 X del buffer de 

reacción para la RT (75 mM KCl, 50 mM Tris-HCl, 3 mM MgCl2, 10 mM DTT, 

pH 8.3). Las muestras se calentaron a 95°C durante 5 min. para inactivar la 

transcriptasa reversa y posteriormente se diluyeron en 40 µl de agua grado BM. 

Se utilizó un décimo de la reacción de RT de cada muestra de los diferentes 

grupos para realizar la amplificación por PCR de los productos 

correspondientes a NOS-2, COX-2, TGF-β1 y GADPH en una mezcla de 

reacción con un volumen total de 20 µl el cual contenía 1X de buffer de PCR 

(10 mM Tris-HCl, 1.5 mM MgCl2, 50 mM KCl, pH 8.3), 0.1 mM de dNTP, 10 µM 

de cada iniciador, y 1 unidad de la Taq DNA polimerasa (Invitrogen, Life 

Technologies, CA, USA). Las muestras se cubrieron con 30 µl de aceite mineral 

grado biología molecular, y los ciclos de la reacción se llevaron a cabo en un 

termociclador (M.J. Research, Watertown, MA, USA) con el siguiente perfil: 

desnaturalización 1 min 94 °C, alineamiento 1 min 55°C para NOS-2, 60°C 

para COX-2, y 55°C para TGF-β1 y GADPH y 1 min de extensión a 72°C. El 

último ciclo fue seguido por un paso final de 5 min a 72°C. El gen control fue 

co-amplificado simultáneamente en cada reacción. 

 Se realizaron estudios preliminares para determinar el número óptimo de 

ciclos de amplificación. Para analizar los productos de PCR, cada reacción se 

evaluó por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida al 5%. Las 

bandas se tiñeron con bromuro de etidio y se visualizaron con luz UV, y 

posteriormente se analizaron con un software digital (Kodak 1D Image Analysis 

Software, Scientific Imaging System, Eastman Kodak Company, NY, USA) para 

determinar su densidad óptica relativa. A partir de la cinética de amplificación, 



se determinó el número óptimo para cada par de iniciadores obteniendo los 

siguientes resultados: 30 ciclos para NOS-2, 27 ciclos para COX-2, 28 ciclos 

para TGF-β1 y 20 ciclos para GADPH tanto en la corteza como en la médula 

renal. Para determinar semicuantitativamente la expresión de los genes antes 

mencionados, todas las reacciones se evaluaron de manera individual a partir 

del RNA total de cada corteza y médula renal de todos los grupos involucrados. 

7.6 Cuantificación relativa del RNAm para NOS-2, COX-2 y TGF-

β1 por RT-PCR en tiempo real 
 

 Se cuantificaron los niveles de RNAm para NOS-2, COX-2, TGF-β1 y β-

actina por medio de la técnica de RT-PCR en tiempo real, en ratas a las cuales 

se les administró L-NIL utilizando un sistema LightCycler 2.0 (Roche Applied 

System, Mannheim, Germany) empleando el siguiente reactivo: Platinum SYBR 

Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen Life Technologies, CA, USA), el cual 

se utilizó de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las muestras de cada 

gen se amplificaron bajo las siguientes condiciones: Preincubación a 95°C 

durante 10 min, desnaturalización a 95°C durante 10 s, alineamiento a 60°C 

durante 10 s y extensión a 72°C durante 12 s, durante 40 ciclos. La secuencia 

de los iniciadores se enlista en la tabla 2, el iniciador de β-actina se reportó 

previamente 90.   

Los resultados se cuantificaron como el valor de Ct, donde Ct se define como el 

número de ciclos de la PCR a la cual se detecta por primera vez el amplicon y 

se expresa como la siguiente relación (gen blanco/gen control) 91. 

 

 

 

 

 

 

 



Tabla 2. Iniciadores utilizados para amplificar NOS-2, COX-2, TGF-ββββ1 y b-actina por RT-
PCR en tiempo-real. 

Iniciador Secuencia Referencia 

NOS-2 Sentido 5’ TGC ATG GAC CAGTAT AAG GCA AAC 3’ 

Antisentido 5’ GTT TCT GGT CGA TGT CAT GAG CAA 3’  

Egido et al 89 

COX-2 Sentido 5’-GAA ATG GCT GCA GAG TTG-3’ 

Antisentido 5´ TCA TCT AGT CTG GAG TGG 3´ 

Castrop et al 85 

TGF-β1 Sentido 5´ CAC CAT CCA TGA CAT GAA CC 3´ 

Antisentido 5´ TCA TGT TGG ACA ACT GCT CC 3´ 

Morath et al 86 

β-actina Sentido 5’ CGGGATCCCCGCCCTAGGCACCAGGGT 3’ 

Antisentido 5’GGAATTCGGCTGGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 3’ 

Vitzthum 90 

 
7.7 Western blot 
 

 Se obtuvieron los riñones de ratas de los grupos involucrados, los cuales 

se congelaron en nitrógeno líquido y se colocaron a –80°C hasta su utilización. 

Para los estudios de inmunotransferencia, los riñones totales se 

homogenizaron en una solución de lisis la cual contenía (30 mM Tris-HCl, 10 % 

glicerol, 5 mM EDTA, y una mezcla de inhibidores de proteasas (Amersham, 

Biosciences, NJ, USA) a una dilución de 1:100, pH 8.0). Después de 10 min. de 

centrifugación a 10, 000 g, el sobrenadante se dividió en dos partes, una se 

utilizó para la determinación de NOS-2 y β-actina en el homogenado total y la 

otra se centrifugó a 200,000 g para obtener microsomas para la determinación 

de COX-2. La concentración de proteínas se determinó con un kit (Bio-Rad 

Hercules, CA, USA). Los microsomas y homogenados totales se 

resuspendieron en el amortiguador de muestra con dodecil sulfato de sodio 

(SDS), calentados a 100°C durante 5 min., y las proteínas se separaron en un 

gel desnaturalizante conteniendo SDS-poliacrilamida al 10% a un voltaje 



constante de 100 V por aproximadamente 1 h. Después de la electroforesis, las 

proteínas se transferieron a membranas de PVDF, Hybond-P (Amersham 

Biosciences, NJ, USA). 

  Para determinar la eficacia de la transferencia de proteínas a la 

membrana, esta se tiñó con el reactivo de Ponceau S (Sigma-Aldrich Inc., CA, 

USA).  

Las membranas se incubaron con los anticuerpos monoclonales 

primarios para NOS-2 (dilución 1:500) (BD Transduction Laboratorios, 

Mississauga, ON Canada), la β-actina (1:500, Santa Cruz Biotechnology, CA, 

USA) y COX-2 (dilución 1:500, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), durante 

60 min. Posteriormente, fueron incubadas con el anticuerpo secundario a una 

dilución de 1:6,000 (ECL Plus Western Blotting Reagent Pack, Amersham 

Biotechnology, NJ, USA), y las proteínas de interes se visualizaron utilizando 

un reactivo quimioluminiscente (ECL Detection System, Amersham 

Biotechnology, NJ, USA). Los niveles de proteína de NOS-2, COX-2 y β-actina 

se cuantificaron por medio de un análisis densitométrico de las membranas 

expuestas a placas autoradiográficas, las cuales se analizaron con un sistema 

digital de imágenes (Kodak 1D Image Analysis Software, Scientific Imaging 

System, Eastman Kodak Company, NY, USA) para determinar su densidad 

óptica relativa. 

7.8 Cuantificación de la fracción activa del TGF-β1 
 

 La cuantificación de los niveles plasmáticos de la fracción activa del 

TGF-β1 se realizó en todos los grupos involucrados utilizando un reactivo 

comercial mediante la técnica de ELISA (Quantikine, R and D System, 

Minneapolis, MN, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. 



7.9 Histología Renal 
  

Los riñones remanentes se perfundieron con PBS y se fijaron con 

paraformaldehído al 4%. El riñón se sumergió en parafina y se obtuvieron 

secciones de tejido de 4 µm, que luego se tiñeron con ácido peryodico de Schiff 

(PAS). La morfología arteriolar se valoró por medio de inmunotinción indirecta 

con peroxidasa con un antígeno dirigido contra la α-actina del músculo liso 

(DAKO Corp. Carpinteria, CA, USA).  

  Cuantificación morfológica: se realizó por un patólogo, al cual no se le 

informó sobre las maniobras experimentales de cada muestra (examen ciego). 

Las arteriolas aferentes se identificaron por su localización adyacente al polo 

vascular del glomérulo, la presencia de su lámina elástica interna y por contar 

con una capa de células endoteliales más delgada que la que posee la arteriola 

eferente 92. 

  Decidimos excluir del análisis todos los vasos que mostraban más de una 

capa de células endoteliales de acuerdo a Clapp y colaboradores 93. 

Para cada arteriola, el diámetro externo y su diámetro interno 

(excluyendo el endotelio) se generó por medio de un análisis computacional 

para calcular el área media total (diámetro externo (DE) – diámetro interno 

(DI)), en 10 arteriolas por muestra. El índice media lumen se calculó por la 

relación DE/DI. 

La evaluación de la fibrosis túbulo-intersticial se realizó por un patólogo, 

en forma ciega. Las muestras se tiñeron con el agente tricrómico de Masson. 

Se analizaron 10 campos de corteza por biopsia  (640 X 477 mm a 10X) las 

cuales se analizaron por medio de microscopía de luz en un microscopio 

Olympus BX51 (Olympus American, Melville, NY, USA) y capturadas en una 



cámara de video digital (CoolSnap Pro, Media Cybernetics Silver Spring, MD). 

Las fotografías se procesaron en una computadora y posteriormente fueron 

analizadas utilizando el programa Image-Pro-Plus 5.0 (Media Cybernetics, 

Silver Spring, MD) y el Adobe  Photoshop 7 (Adobe Systems, San Jose, CA). 

Tomando ventaja de las capacidades de reconocimiento del color que posee el 

software, las áreas en color azul se seleccionaron y cuantificaron en pixeles, 

excluyendo previamente del campo los glomérulos y vasos. Por cada campo 

examinado, el número de áreas positivas se expresó como una fracción del 

área túbulo-intersticial (áreas azules positivas divididas entre el área total). 

Finalmente, para cada biopsia, la cantidad fraccional media de áreas azules 

positivas se obtuvo al promediar los valores de 10 campos examinados. 

7.10 Estudios por Inmunohistoquímica 
 

 La inmunolocalización de la NOS-2 se evaluó por medio de la técnica de 

estreptavidina-biotina-peroxidasa indirecta utilizando un anticuerpo anti-NOS-2 

(BD Transduction Laboratories). La cuantificación se realizó de manera ciega y 

se analizaron 10 campos glomerulares por biopsia en un microscopio Olympus 

BX51 (Olympus America Inc., Melville, NY, USA).  La expresión de NOS-2 en el 

tejido renal se evaluó con un analizador de imagen digital (Image-Pro-Plus). 

Los resultados se expresaron como la relación entre el número de células 

positivas/número de núcleos en células glomerulares.  

7.11 Análisis estadístico  
 

 Los datos se analizaron utilizando el programa GraphPad Prism 3.0. Las 

comparaciones entre grupos se realizaron mediante ANOVA de una vía, 

seguida por la prueba de Bonferroni. Se consideró una p < 0.05 como 

significativa. 



8. Resultados 
 

8.1 Presión arterial sistólica y proteinuria 
 
 Los valores de presión arterial sistólica en ratas normales fueron de 

125.0±2.9 mmHg, por el contrario los animales experimentales sujetos a 

nefrectomía renal subtotal  (Nx 5/6) desarrollaron un incremento significativo en 

los valores de presión arterial al finalizar el protocolo experimental (170.0± 7.7 

vs 125.0±2.9 mmHg). La administración de AG ó L-NIL en ratas con Nx 5/6 no 

modificó los valores de presión arterial, siendo similares a las ratas 

nefrectomizadas. 

 Con respecto a la proteinuria, las ratas a las cuales se les realizó la Nx 

5/6 presentaron un incremento significativo en la excreción de proteínas 

urinarias (91.1±7.4), comparadas con las ratas normales, las cuales 

presentaron valores de 7.5±0.7 mg/24 h. La administración de AG y L-NIL 

indujeron una disminución significativa de la proteinuria con respecto a las ratas 

con Nx 5/6, las cuales sin embargo, no alcanzaron los valores basales 

(56.5±4.7 y 33±7 mg/24 h respectivamente). 
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*p<0.05 vs. Normal; **p<0.05 vs. Nx 5/6. 

Fig. 1 Valores de presión arterial y proteinuria en ratas normales, con Nx 5/6, con Nx 
5/6+AG y con Nx 5/6+L-NIL. Los resultados representan el promedio ± ES; n=5 de cada 
grupo. 
 

8.2 Cinéticas de amplificación de COX-2 y TGF-β1 mediante RT-    
PCR semicuantitativa convencional 

 
 Se realizaron las cinéticas  de amplificación de NOS-2, COX-2 y TGF-β1 

en la corteza y médula renal de ratas normales para determinar el número 

óptimo de ciclos de amplificación, para lo cual se utilizaron 2.5 µg/µl de RNA 

total para cada reacción, estableciendo los siguientes perfiles de amplificación: 

NOS-2: 30 ciclos, COX-2: 27 ciclos y TGF-β1 28 ciclos tanto en la corteza 

como en la médula renal. Los ciclos óptimos de amplificación de GADPH y 

NOS-2 se describieron previamente 85, 88. 
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Cinéticas de amplificación COX-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cinéticas de amplificación TGF-β1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Cinéticas de amplificación de COX-2 y TGF-β1 en corteza y médula renal de ratas 
normales por RT-PCR semicuantitativa. 
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8.3 Niveles de expresión de NOS-2, COX-2 y TGF-β en el tejido 
renal 

 
 Los niveles de expresión de NOS-2, COX-2 y TGF-β1 se determinaron 

individualmente mediante un análisis por RT-PCR convencional y por tiempo-

real, a partir del RNA total obtenido de la corteza y médula renal de ratas 

controles, nefrectomizadas y a las cuales se les administró AG y L-NIL. 

  8.3.1 Niveles de expresión de NOS-2 
 

Se observó que en condiciones normales los niveles de RNAm de NOS-2, 

son más abundantes en la médula que en la corteza renal. Por el contrario, las 

ratas que experimentaron Nx 5/6 mostraron un incremento significativo en la 

expresión de NOS-2, tanto en la corteza como en la médula renal, comparado 

con las ratas normales,  el cual se previno con la administración de AG.  
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 *p<0.05 vs. Normal; **p<0.05 vs. Nx 5/6. 

 
Fig. 3. Cuantificación de los niveles de RNAm de NOS-2 en corteza y médula renal de 
ratas normales, con Nx 5/6, y Nx 5/6+AG mediante la técnica de RT-PCR semicuantitativa. 
Los resultados representan el promedio ± ES; n=5 de cada grupo. 
 

8.4 Expresión de COX-2 
 

Se observó que en condiciones normales, los niveles de RNAm de COX-2 

son mayores en la médula que en la corteza renal. Por el contrario, la NX 5/6 

indujo un incremento significativo en los niveles de RNAm comparado con ratas 

normales, el cual se previno con la administración de AG. 
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                         *p<0.05 vs. Normal; **p<0.05 vs. Nx 5/6. 

Fig. 4. Cuantificación de los niveles de RNAm de COX-2 en corteza y médula renal de 
ratas normales, con Nx 5/6 y con Nx 5/6+AG mediante la técnica de RT-PCR 
semicuantitativa. Los resultados representan el promedio ± ES; n=5 de cada grupo. 
 

8.4.1 Niveles de expresión de TGF-β1 
 
Por otra parte, aunque se observó que en condiciones normales la expresión 

de TGF-β1 es mayor en la médula que en la corteza renal, este no fue 

significativo. Por el contrario, la Nx 5/6 indujo un incremento significativo en los 

niveles de expresión de TGF-β1 tanto en la corteza como en la médula renal, el 

cual se previno con la administración de AG.  
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                    *p<0.05 vs. Normal; **p<0.05 vs. Nx 5/6. 
 
Fig. 5 Cuantificación de los niveles de RNAm de TGF-β1 en corteza y médula renal de 
ratas normales, con Nx 5/6 y con Nx 5/6+AG mediante la técnica de RT-PCR 
semicuantitativa. Los resultados representan el promedio ± ES; n=5 de cada grupo. 
 

8.5 Expresión de NOS-2, COX-2 y TGF-β1 en el tejido  renal por 
medio de la técnica de RT-PCR semicuantitativa en tiempo real 
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renal a ratas a las cuales se les administró AG ó L-NIL.  
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8.6 Niveles de RNAm de NOS-2 
 

Se observó que en condiciones normales, los niveles de RNAm de NOS-2 

son mayores en la médula que en la corteza renal, datos similares a los 

reportados con la RT-PCR convencional. De igual manera, la Nx 5/6 indujo un 

incremento significativo en la expresión de NOS-2 tanto en la corteza como en 

la médula renal, comparado con ratas normales. Tal incremento, se previno con 

la administración tanto de AG como L-NIL. Lo cual esta en relación a los datos 

obtenidos por la RT-PCR convencional.   

 

                                            

 

 

 

 

 
 
 
                           
 
 
 

  *p<0.05 vs. Normal; **p<0.05 vs. Nx 5/6. 
 
 
 
Fig. 6. Cuantificación de los niveles de RNAm de NOS-2 en la corteza y médula renal de 
ratas normales, con Nx 5/6, con Nx 5/6+AG y con Nx 5/6+L-NIL mediante la técnica de RT-
PCR en tiempo real. Los resultados representan el promedio ± ES; n=5 de cada grupo. 
 
 

 

 
 
 
 

NOS-2 Corteza

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

N
O

S-
2/
β

-a
ct

in

*
** **

NL Nx 5/6 Nx5/6
 +AG

Nx5/6
+L-NIL

NOS-2 Médula

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
*

** **

NL Nx 5/6 Nx5/6
 +AG

Nx5/6
+L-NIL

N
O

S-
2/
β

-a
ct

in



8.7 Niveles de RNAm de COX-2. 
 

En cuanto a COX-2 se observó una mayor abundancia del RNAm en la 

médula comparada con la corteza renal en ratas normales, por el contrario la 

Nx 5/6 indujo un incremento significativo del mensajero de COX-2 tanto en la 

corteza como en la médula renal, el cual se previno con la administración de 

ambos inhibidores de NOS-2, lo cual concuerda con los resultados obtenidos 

con la RT-PCR convencional. 

 

          

 

 

 

 

 

 

                                                                          
*p<0.05 vs. Normal; **p<0.05 vs. Nx 5/6. 

 
 
Fig. 7. Cuantificación de los niveles de RNAm de COX-2 en al corteza y médula renal de 
ratas normales, con Nx 5/6, con Nx 5/6+AG y con Nx 5/6+L-NIL mediante la técnica de RT-
PCR en tiempo real. Los resultados representan el promedio ± ES; n=5 de cada grupo. 
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previno con la administración tanto de AG como de L-NIL, lo cual es similar a 

los datos obtenidos por RT-PCR convencional. 

                      

 

 

 

 

 

 

 
                             
 

 *p<0.05 vs. Normal; **p<0.05 vs. Nx 5/6. 
 
 
 
Fig. 8. Cuantificación de los niveles de RNAm de TGF-β1 en la corteza y médula renal de 
ratas normales, con Nx 5/6, con Nx 5/6+AG y con Nx 5/6+L-NIL mediante la técnica de RT-
PCR en tiempo-real. Los resultados representan el promedio ± ES; n=5 de cada grupo. 
 

8.9 Análisis por Western-blot 
 
 La abundancia de los niveles de proteína de NOS-2 se evaluó por medio 

de Western blot con un anticuerpo dirigido contra la fracción intersticial de 

NOS-2, la cual es inducida bajo condiciones patológicas.  

 Se encontraron niveles bajos de la proteína de NOS-2 bajo condiciones 

normales, en el homogenado total de riñón. Por el contrario, la Nx 5/6 indujo un 

incremento significativo en los niveles de NOS-2, el cual se previno con la 

administración de AG. 
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*p<0.05 vs. Normal; **p<0.05 vs. Nx 5/6. 
 
 
Fig. 9. Cuantificación de los niveles de proteína de NOS-2 en homogenados totales de 
ratas normales, con Nx 5/6 y con Nx 5/6+AG mediante la técnica de Western-blot. Los 
resultados representan el promedio ± ES; n=5 de cada grupo. 
 

8.10 Análisis por Western-blot de COX-2 
 

El análisis por Western blot reveló la expresión basal de COX-2 en 

microsomas de riñón total de ratas normales, la Nx 5/6 indujo un incremento 

significativo en los niveles de proteína de COX-2, el cual se previno con la 

administración de AG. 

 

 

 

 

 

 

                                                                       *p<0.05 vs. Normal; **p<0.05 vs. Nx 5/6. 

Fig. 10. Cuantificación de los niveles de proteína de COX-2 en preparados de 
microsomas de riñón total en ratas normales, con Nx 5/6 y con Nx 5/6+AG mediante la 
técnica de Western-blot. Los resultados representan el promedio ± ES; n=5 de cada 
grupo. 
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8.10  Cuantificación de  TGF-β1 por ELISA 
 

 Debido al hecho de que la fracción activa del TGF-β1 es la directamente 

involucrada en la activación del receptor, decidimos cuantificar los niveles de 

dicha fracción por medio de la técnica de ELISA.  

En el grupo control se observaron niveles basales de la fracción activa del 

TGF-β1 en plasma (44.98 ±9.57 pg/ml). Por el contrario, la ablación renal indujo 

un marcado incremento en las concentraciones de la fracción activa del TGF-

β1 comparado con el grupo control, el cual se previno con la administración de 

AG (214.18 ±47.05* vs 59.22 ±12.43 pg/ml).   
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*p<0.05 vs. Normal; **p<0.05 vs. Nx 5/6. 

Fig. 11. Cuantificación de los niveles de la fracción activa del TGF-β1 mediante la técnica 
de ELISA, en plasma de ratas normales, nefrectomizadas y a las cuales se les administró 
AG. Los resultados representan el promedio ± ES; n=5 de cada grupo. 
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8.11  Estudios histológicos 
 

 La ablación renal subtotal indujo el desarrollo de fibrosis túbulo-

intersticial, atrofia tubular y dilatación de la luz tubular, comparada con el grupo 

control. Sin embargo, tales alteraciones morfo-funcionales se previnieron con la 

administración de AG y L-NIL. 

 

 

 

 

 

 

                                          

 

                                                                    

*p<0.05 vs. Normal; **p<0.05 vs. Nx 5/6. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12. Cuantificación de la fibrosis túbulo-intersticial de ratas normales, con Nx 5/6, con 
Nx 5/6+AG y con Nx 5/6+L-NIL. Las flechas indican la formación de tejido fibroso. Los 
resultados representan el promedio ± ES; n=5 de cada grupo. 
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Como hemos descrito previamente 43, la nefrectomía 5/6 Nx indujo el 

desarrollo de alteraciones microvasculares descritas como engrosamiento de la 

pared vascular y reducción de la luz vascular (6.37±0.59 vs 3.55±0.20, P < 

0.01), evaluada por la siguiente fórmula: área media total (diámetro externo 

(DE) – diámetro interno (DI)), las cuales estuvieron ausentes en el grupo 

control. Por el contrario, la administración de AG y L-NIL previnieron las 

alteraciones vasculares inducidas por la nefrectomía 5/6 (3.47±0.18, P < 0.01).  

 

 

 

                                               

 

 

 

 

                         

*p<0.05 vs. Normal; **p<0.05 vs. Nx 5/6. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Fig. 13. Cuantificación del daño arteriolar en ratas normales, con Nx 5/6, con Nx 5/6+AG y 
con Nx 5/6+L-NIL mediante la técnica de inmuhistoquímica. Los resultados representan 
el promedio ± ES; n=5 de cada grupo. 
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8.13 Análisis por inmunohistoquímica 
 

Por medio del análisis por inmunohistoquímica, en el cual se utilizó el 

mismo anticuerpo para el ensayo de Western blot, se encontraron niveles bajos 

de la proteína de NOS-2, los cuales se observaron principalmente en el túbulo-

intersticio. La reducción de masa renal indujo un incremento significativo en la 

inmunodetección de NOS-2 en el túbulo-intersticio comparadas con el grupo 

control, el cual se previno tanto con la administración de AG (controles: 

1,357±48 pixeles/400X por campo; Nx 5/6: 6,370±407 pixeles/400X por campo 

vs controles p<0.001; AG 3,296±18 pixeles/400X campo, p<0.001 vs Nx 5/6) 

como con la administración de L-NIL (2,818±64 pixeles/400 por campo, 

p<0.001 vs Nx 5/6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

                                                            

                                                               

 

 

 

 

 

*p<0.05 vs. Normal; **p<0.05 vs. Nx 5/6. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14. Cuantificación de los niveles de proteína de NOS-2 en riñones de ratas normales, 
con Nx 5/6, con Nx 5/6+AG y con Nx 5/6+L-NIL mediante la técnica de 
inmunohistoquímica. Las flechas indican la inmunotinción de NOS-2. Los resultados 
representan el promedio ± ES; n=5 de cada grupo. 
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9. Discusión 
 

Diversos estudios han demostrado que durante la evolución del daño 

renal, la inhibición del proceso inflamatorio previene o retarda las alteraciones 

morfo-funcionales tales como la infiltración de células inflamatorias, la 

acumulación de matriz extracelular, el desarrollo de lesiones vasculares, así 

como la aparición de proteinuria 2-4. En este sentido, la participación de NOS-2 

podría tener un papel relevante, debido a que esta isoforma se induce al inicio 

de un proceso inflamatorio y su activación prolongada podría tener efectos 

deletéreos sobre el tejido renal. Sin embargo, existen datos controversiales con 

respecto a su participación durante la evolución del daño renal. En este 

sentido, varios autores han demostrado una disminución en los niveles de 

expresión de NOS-2 en diversos modelos de daño renal progresivo 38-39. 

Aunque tales resultados son contradictorios con nuestros hallazgos, la 

disminución en los niveles de expresión de NOS-2 observada en estos 

estudios, podría ser consecuencia de variaciones en los periodos de evolución 

y en el modelo experimental utilizado, los cuales podrían afectar los niveles de 

expresión de NOS-2, al disminuir importantemente la masa renal funcional o 

bien al bloquear la generación de vías de retroalimentación positiva, 

disminuyendo de esta manera los procesos de auto-inducción. 

Diversos autores han demostrado en modelos experimentales de daño 

renal tanto en animales como en humanos, un incremento significativo en los 

niveles de expresión de NOS-2, la cual participaría importantemente en la 

generación del daño renal. En este sentido, existen reportes que han 

demostrado un efecto citoprotector  en el tejido renal con la administración de 



inhibidores específicos de NOS-2 en modelos de daño renal crónico, lo cual 

sugiere su participación en la evolución de la enfermedad renal crónica 37, 40.  

 Por lo que en el presente trabajo decidimos evaluar la participación de la 

isoforma inducible de NOS durante la progresión del daño renal en ratas con 

Nx 5/6 (modelo experimental que reproduce las alteraciones morfo-funcionales 

de la enfermedad renal crónica en humanos: glomeruloesclerosis, fibrosis 

túbulo-intersticial, arteriolopatía, e insuficiencia renal progresiva), su efecto 

sobre la expresión de COX-2 y TGF-β1, así como su participación en la 

aparición de las alteraciones estructurales inducidas por la ablación renal 

subtotal, para lo cual utilizamos 4 diferentes técnicas experimentales: RT-PCR 

convencional, RT-PCR en tiempo-real, western-blot e inmunohistoquímica.  

9.1 Efecto de la administración de AG y L-NIL sobre la expresión 
de NOS-2 
 

Con el propósito de bloquear selectivamente a la NOS-2, administramos 

dos inhibidores selectivos (AG y L-NIL): Inicialmente administramos AG al 0.1 

% en el agua de beber durante 21 días, previamente se ha reportado que a 

esta dosis se consigue una inhibición eficiente sin afectar de manera 

significativa la actividad de la isoforma endotelial y/o la formación de AGE’s, los 

cuales están involucrados en la generación del daño renal 94-95. Sin embargo, 

para excluir cualquier efecto secundario de la AG, decidimos utilizar un 

inhibidor más selectivo de NOS-2 (L-NIL), el cual no presenta los efectos 

adicionales de AG 96.  

En nuestro estudio encontramos que ambos inhibidores previnieron la 

sobre-expresión de NOS-2, COX-2 y TGF-β1 en ratas con Nx 5/6, lo cual 

sugiere que su efecto podría deberse a la inhibición selectiva de la NOS-2. 

Además, un hallazgo interesante fue el hecho de que ambos compuestos no 



solo bloquearon la actividad de NOS-2, al actuar como un sustrato competitivo 

en el sitio activo de la enzima 96  sino además presentaron un efecto negativo 

sobre los niveles de RNAm y proteína de NOS-2. Con respecto a este punto, es 

importante destacar que aunque existen reportes que demuestran que AG y L-

NIL ejercen su efecto a nivel post-traduccional, nuestros resultados 

demostraron adicionalmente que ambos inhibidores poseen un efecto negativo 

sobre los niveles de RNAm y proteína de NOS-2. Sin embargo, aunque nuestro 

trabajo no exploro las vías implicadas en tal efecto, podemos sugerir que 

podría ser el resultado en la disminución de la síntesis de NO y/o sus especies 

reactivas de nitrógeno (peroxinitrito) inducida por ambos inhibidores, lo cual 

podría prevenir la activación de potentes inductores endógenos de NOS-2 tales 

como: interferon-γ, y/o el factor de necrosis tumoral-α, los cuales se sintetizan 

durante la evolución de un proceso inflamatorio, por lo que al bloquear la 

activación de estas citocinas se evitaría la inducción de factores de 

transcripción, tales como el factor nuclear κB, para el cual se han identificado 

elementos de respuesta dentro del promotor de NOS-2, bloqueando de esta 

manera su activación transcripcional 97. De igual manera, nuestro estudio 

demostró que la administración de AG y/o L-NIL inducen una disminución en 

los niveles de proteína de NOS-2, la cual se demostró tanto en el análisis por 

western blot, como en el ensayo por inmunohistoquímica. Al este respecto, se 

ha descrito previamente que tal efecto podría ser resultado de la capacidad del 

L-NIL para generar monómeros disfuncionales de NOS-2, facilitando su 

degradación por el aparato proteosomal 96, o bien como un efecto indirecto de 

la AG al disminuir la transcripción de la NOS-2 y en consecuencia sobre la 

traducción de su mensajero. 



9.2 Efecto de NOS-2 sobre la expresión de COX-2 y TGF-β1 
 

Por otra parte, debido a la capacidad del NO o la de sus especies 

reactivas de modular la actividad de COX-2 y TGF-β1, decidimos evaluar el 

efecto de la NOS-2 sobre la expresión y/o activación de COX-2 y TGF-β1, así 

como su participación en el desarrollo de fibrosis túbulo-intersticial y 

arteriolopatía, en ratas con Nx 5/6.  

Nuestros resultados demostraron que el incremento en la expresión de 

NOS-2 en ratas nefrectomizadas se asocia con un aumento en los niveles de 

RNAm y proteína de COX-2 y TGF-β1, el cual se previno con la administración 

de AG ó L-NIL, éstos resultados sugieren que el incremento en la expresión de 

NOS-2 podría actuar como un modulador positivo de COX-2 y TGF-β1 durante 

la progresión del daño renal crónico.  

9.3 Vías de activación de COX-2 inducidas por NO 
 
  Aunque, los mecanismos involucrados en la regulación y/o activación de 

NOS-2 sobre COX-2 y TGF-β1 no se evaluaron en el presente trabajo, existen 

evidencias experimentales donde se ha demostrado que el NO y/o sus 

especies reactivas pueden incrementar la actividad de COX-2, tanto por 

mecanismo transcripcionales como post-transcripcionales.  

En este sentido, se ha observado que el NO participa como un 

potenciador positivo en la inducción de COX-2 en células mesangiales de ratas 

estimuladas con interleucina-1 98,  adicionalmente se ha demostrado que el NO 

podría generar una respuesta dependiente de tiempo en cultivo de macrófagos, 

participando marginalmente en la inducción temprana de NOS-2 y por el 

contrario, participar activamente en el mantenimiento de su expresión por 

períodos prolongados 99. Además, también se ha observado un efecto opuesto 



en células mesangiales en el humano, en donde el NO participa 

importantemente en la inducción temprana de COX-2 y en etapas tardías 

contribuye como limitante de la inducción de COX-2, por un mecanismo que 

involucra al factor nuclear κB 100. En este sentido, es probable que la activación 

ó inhibición de COX-2  inducida por NO dependiente de tiempo, pueda estar en 

relación a la producción de modificaciones post-traduccionales inducidas por el 

NO y/o sus especies reactivas en diversos efectores, como resultado de su 

exposición prolongada. A este respecto, se ha demostrado que la exposición 

prolongada al NO con diversos análogos del GMPc regula negativamente la 

actividad y expresión de la guanilato ciclasa 101 y proteínas cinasa 

dependientes de GMPc (PKG) 102, las cuales están involucradas en la 

activación de COX-2 en células mesangiales 98.  

Por otra parte, aunque los eventos intracelulares involucrados en la 

inducción de COX-2 no se conocen completamente, se han identificado 

diversas cascadas de señalización que sugieren la participación de la proteína 

cinasa C (PKC), cascadas de fosforilación moduladas por MAPK y eventos de 

fosforilación mediados por tirosina cinasas en la inducción de la COX-2 103-105, 

los cuales pueden ser modulados por NO, por lo que estas vías de señalización 

podrían representar mecanismos potenciales de inducción activados por NO en 

diversos tejidos. A este respecto, se ha observado en cultivo celulares de 

macrófagos, la participación de MAPK p38 y/o p42/44 en la inducción de COX-

2. En tales estudios se ha demostrado que, la activación de COX-2 inducida 

por LPS requiere la activación de MAPk p38, la cual posteriormente activaría 

AP-1 y NF-κB 106, también se ha demostrado la participación de p38 en la 

inducción de COX-2 en células mesangiales, cabe mencionar que la activación 



de AP1 y NF-kB podrían desencadenar la activación transcripcional de COX-2, 

como resultado de la existencia de elementos de respuesta para ambos 

elementos dentro del promotor de COX-2. Por lo que nuestros resultados 

sugieren que la sobreexpresión de NOS-2 y la subsiguiente generación de NO 

y/o las especies reactivas podrían inducir, tanto la activación transcripcional, 

como la actividad de COX-2, esta última posiblemente a través de mecanismos 

que involucran cambios conformacionales en el sitio activo de COX-2 al 

establecerse interacciones químicas transitorias entre el NO y el grupo hemo 

de la enzima facilitando de esta manera, la unión con el sustrato 67, 69. Es 

importante destacar que tanto la NOS-2 como la COX-2 se inducen dentro del 

contexto de un proceso inflamatorio, por lo que la actividad de ambas enzimas 

podrían establecer asas de retroalimentación positiva, promoviendo por una 

parte su mutua inducción y activación y por otra mantener la activación 

prolongada de cada una, perpetuando así el proceso inflamatorio, tal como lo 

sugiere nuestro estudio en el cual, la sobreexpresión de NOS-2 indujo un 

incremento tanto en los niveles de RNAm y proteína de COX-2, asociados a la 

aparición de lesiones estructurales en el tejido renal, tales como: fibrosis 

túbulo-intersticial y arteriolopatía, los cuales se previnieron con la 

administración de dos inhibidores selectivos de NOS-2 (AG y L-NIL), lo cual 

sugiere la participación de NOS-2 en la génesis y progresión del daño renal. 

9.4 Inducción de NOS-2 durante la progresión del daño renal 
 

Por otra parte, Fujihara y colaboradores demostraron recientemente, por 

medio de estudios de inmunohistoquímica, la existencia de lo que parecen ser 

dos fracciones distintas de la NOS-2 en ratas con nefrectomía subtotal, una de 

las cuales se expresa constitutivamente en células del túbulo renal, y la otra 



inducida bajo condiciones patológicas en células del intersticio renal. Tales 

estudios además de apoyar nuestros hallazgos, sugieren la participación activa 

de distintas fracciones de NOS-2 en la progresión del daño renal, durante las 

fases en donde los procesos inflamatorios son predominantes 40. En apoyo a 

estos estudios, previamente Mohaup y colaboradores,  demostraron la 

existencia de dos distintas isoformas de la NOS-2 en el parénquima renal, las 

cuales se expresan de manera heterogénea a lo largo de la nefrona y 

responden diferencialmente a estímulos comunes 107. Por lo que nuestros 

resultados sugieren que durante la progresión del daño renal, podrían 

facilitarse la expresión de distintas fracciones de NOS-2 en el parénquima 

renal, como resultado de la activación de diversos mecanismos de control 

transcripcional dentro del promotor de NOS-2, inducidos por distintos estímulos 

deletéreos tales como; proteinuria, liberación de citocinas proinflamatorias, 

estrés oxidativo, activación de células inflamatorias, que se presentan durante 

fases tempranas del proceso inflamatorio crónico, el cual se presenta durante 

la progresión del daño renal en ratas con Nx 5/6. 

 Es importante mencionar que los hallazgos que demuestran una 

disminución significativa en los niveles de NOS-2 durante la evolución del daño 

renal, podrían estar en relación con el modelo experimental utilizado, el período 

de tiempo en el cual se realicen las observaciones, la pérdida excesiva de 

masa renal  observada durante periodos de tiempo prolongados (60 días) lo 

cual podría tener un efecto negativo sobre las asas de retroalimentación 

positiva inducidas por el propio NO 39 ó bien debido a la que los anticuerpos e 

iniciadores empleados para la identificación de la proteína y el RNAm son 

incapaces de detectar las diversas variantes de la NOS-2 expresadas durante 



el desarrollo del daño renal progresivo, estableciendo importante discrepancias 

entre los estudios realizados anteriormente.  

9.5 Mecanismos de activación de TGF-β1 inducidos por NO 
 

Por otra parte, además de la probable activación/inducción de COX-2 

por NOS-2 mostrada en nuestro estudio, el aumento en la generación de NO 

y/o sus especies reactivas de nitrógeno, podría inducir vías profibróticas como 

resultado de la activación de factores de crecimiento, tales como: TGF-β1, el 

cual esta implicado en múltiples patologías donde predomina la formación de 

tejido fibroso 77-80. 

Previamente se ha demostrado que tanto el NO como sus especies 

reactivas pueden activar la fracción latente del TGF-β1, por un mecanismo que 

involucra un cambio conformacional en el péptido de latencia exponiendo el 

dominio de unión con su receptor 83-84. En este sentido nuestros resultados 

demostraron que la inhibición selectiva de NOS-2, produjo una disminución 

significativa en  la expresión y actividad del TGF-β1, y aunque nuestro estudio 

no evaluó las vías involucradas en tal efecto, es probable que la disminución en 

la expresión del TGF-β1 inducida por AG y L-NIL podría ser el resultado del 

efecto citoprotector indirecto producido por la inactivación de NOS-2, tales 

como: la disminución en la filtración masiva de proteínas a través del 

glomérulo, prevención del estrés mecánico, así como el decremento en el 

estrés oxidativo mediado por el incremento en los niveles de angiotensina II 108. 

Sin embargo, la disminución en la activación de la fracción latente del TGF-β1 

inducido por ambos inhibidores de NOS-2 mostrado en nuestro estudio, podría 

ser el resultado directo de la disminución en la generación de NO o sus 

intermediarios reactivos de nitrógeno (RNOI), lo cual prevendría la generación 



de cambios conformacionales en la fracción latente del TGF-β1, inhibiendo de 

esta manera, la unión a su receptor bloqueando así los mecanismo de 

señalización mediados por TGF-β1, disminuyendo de esta manera la síntesis 

incrementada de matriz extracelular lo cual prevendría la aparición de fibrosis 

renal característica de la enfermedad renal crónica. Por lo que, nuestros 

resultados sugieren una asociación funcional entre la sobreexpresión de NOS-2 

inducida durante la evolución del daño renal, la activación de TGF-β1 y la 

generación de fibrosis túbulo-intersticial.  

9.6 Efecto de la administración de AG y L-NIL sobre las 
alteraciones vasculares en ratas con Nx 5/6 

 
Un hallazgo importante de nuestro estudio fue el hecho de que tanto la  

administración de AG como de L-NIL previnieron las lesiones vasculares 

inducidas por la nefrectomía 5/6, independientemente de sus efectos sobre la 

presión arterial. Previamente se ha demostrado que la preservación de la 

estructura microvascular renal previene la hiperfiltración glomerular en ratas 

con Nx 5/6, a pesar de persistir la hipertensión arterial 109. Por lo que podemos 

especular que la preservación de la estructura vascular en el glomérulo de 

ratas con Nx 5/6 podría ser un efecto protector adicional de la administración 

de AG y L-NIL, nuevamente aunque nuestro trabajo no exploró la o las vías 

involucradas en tal efecto es probable que la inactivación del TGF-β1 en el 

tejido renal inducido por la administración de AG y L-NIL pueda prevenir 

modificaciones en la relación estructura-función de las células musculares de la 

capa media vascular, esto como resultado de procesos de transdiferenciación 

celular inducidos por TGF-β1 110 , por lo que la activación del TGF-β1 asociado 

a la activación de mediadores prooxidativos inducidos durante la evolución del 



daño renal, podría inducir un incremento en la producción de matriz 

extracelular, así como cambios en la estructura-función de varios tipos 

celulares del riñón, acelerando la progresión del daño renal. 

En conclusión, nuestro trabajo demostró por 4 técnicas diferentes la 

sobre-expresión de NOS-2 en un modelo de daño renal progresivo por ablación 

renal subtotal misma que se asoció con un incremento en la expresión de COX-

2 y TGF-β, así como con el desarrollo  de lesiones estructurales del tejido renal, 

tales como: fibrosis túbulointersticial y arteriolopatía, las cuales se previnieron 

con la administración de dos inhibidores específicos de NOS-2. Nuestro estudio 

sugiere además que la inducción de NOS-2 en el riñón durante las fases 

tempranas del daño renal podría actuar como un modulador positivo tanto de 

vías proinflamatorias como profibróticas, las cuales están involucradas en la 

progresión del daño renal. 

Por otra parte, nuestro estudio sugiere que aunque la aparición de la 

hipertensión arterial es un fenómeno primario en la evolución de las 

enfermedades crónicas del tejido renal, esta podría tener un efecto marginal 

sobre el daño renal, comparado con la participación de procesos 

proinflamatorios, ya que la prevención del daño renal inducido por la 

administración de AG y L-NIL fueron independientes de modificaciones sobre la 

presión arterial, proponiendo que los eventos inflamatorios producidos durante 

las fases tempranas del daño renal podrían iniciar y/o perpetuar las 

alteraciones morfo-funcionales en el riñón, por un mecanismo que podría 

involucrar la activación de asas de retroalimentación positiva entre factores 

proinflamatorios y profibróticos inducidos por altas concentraciones de NO y/o 

sus productos oxidantes intermedios. 



10.  Conclusiones 
 

1. Nuestros resultados sugieren la participación activa de la NOS-2, durante la 

progresión del daño renal, probablemente tanto por su potencial oxidante, 

como por su posible participación como modulador alostérico de vías pro-

inflamatorias y pro-fibróticas. 

2. Por otra parte, nuestro estudio demostró la sobre-expresión de NOS-2 

durante la progresión del daño renal, lo cual contrasta con estudios previos 

donde se muestra una disminución significativa de NOS-2, en diversos 

modelos de daño renal crónico. Lo anterior sugiere que la expresión 

dependiente de tiempo de NOS-2 podría generar diferencias en la expresión 

del RNAm y proteína de la NOS-2 dependiendo de la fase experimental en 

la cual se realicen las estrategias experimentales. 

3. Finalmente, nuestro estudio demostró que la administración de dos 

inhibidores selectivos de NOS-2, indujo una disminución significativa en la 

expresión de NOS-2, COX-2 y TGF-β, además de prevenir de lesiones 

estructurales en el tejido renal, lo cual sugiere la participación activa del NO 

generado a partir de NOS-2 en la evolución del daño renal. 
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Abstract 

Background. Chronic renal damage is associated with 

inflammatory infiltration, fibrosis and vascular lesion, 

coupled with increased expression of cyclo-oxygenase 2 

(COX-2) and transforming growth factor-fJl 

(TGF-IH). However, the role of inducible nitric oxide 

synthase (NOS-2) is still controversiaL Thus, we 

studied the contribution of NOS-2 to the expression 

levels of COX-2 and TGF-fJI, as well as the structural 

renal injury in rats with subtotal renal ablation 

(5/6 Nx). 

Metbods. Four groups of rats were studied: sham, 

5/6 Nx, 5/6 Nx +aminoguanidine (AG) and 5/6 NX + 

L-NIL (L-N6-iminoethyl-Iysine). Systolic blood 

pressure (SBP), proteinuria and creatinine (Cr) 

clearance were measured. NOS-2, COX-2 and 

TGF-fJl gene expression was determined by real-time 

reverse transcription-polymerase-chain reaction. 

Protein expression was evaluated by westem blot 

and ELISA (TGF-fJl). Immunohistochemistry and 

morphometry were performed for NOS-2, micro­

vascular thickening and fibrosis. 

Results. Systemic hypertension and marked protein­

uria, increased expression of NOS-2, COX-2 and 

TGF-fJl, thickening of arteriolar wall and tubulointer­

stitial fibrosis were produced in 5/6 Nx rats. Chronic 

inhibition of NOS-2 did not prevent arterial hyperten­

sion or the fall in Cr clearance, but partially reduced 

proteinuria. Nevertheless, AG and L-NIL preserved 

arteriolar morphology and the administration of both 

selective inhibitors of inducible NOS (AG and L-NIL) 

prevented NOS·2 overexpression. 

Conclusion. This study shows that NOS-2 was 

markedly enhanced in renal tissue of 5/6 Nx rats. 
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Moreover, treatment with AG and L-NIL prevented 
the morpho-functional changes induced by subtotal 
renal ablation, despite persistence of systemic hyper­
tension, suggesting that high concentrations of nitric 
oxide produced by NOS-2 could act as a positive 
modulator of the proinflammatory and profibrotic 
pathways involved in the progression of renal disease. 

Keywords: aminoguanidine and L-NIL; COX-2; 
5/6 nephrectomy; NOS-2; TGF-fJl 

Introduction 

In the course ofchronic renal diseases, the initial insult 
leads to progressive decline in glomerular filtration rate 
and eventualloss of the kidney function. Brenner et al. 
[1] postulated that compensatory adaptations induced 
by nephron loss produce glomerular hypertension, 
which results in glomerular lesion, proteinuria, inflam­
matory infiltration, and, fmalIy, renal scarring. The 
inflammatory process that takes place between the 
initial insult and the final process of renal scarring 
seems to play an important role in the onset of renal 
disease. In fact, different approaches used to amelio­
rate inflammation in rats with subtotal renal ablation 
(5/6Nx) reduced proteinuria and structural renal 
injury without lowering systemic hypertension [2,3]. 
In addition, we demonstrated that suppression 
of inflammation in 5/6 Nx rats with mycophenolate 
mofetil prevented arteriolopathy despite persistence of 
systemic hypertension, suggesting that vascular injury 
contributes to the progression of renal disease [4]. 

On the other hand, some studies have shown that 
renal damage is associated with increased expression of 
inducible nitric oxide synthase (NOS-2) in glomeruli 
and . renal interstitium, which could enhance the 
generation of oxidative damage by the reactive 
nitrogen intermediates [5,6]. However, there is con­
troversy about the participation of NOS~2 in renal 
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disease progression. In this regard, Vaziri et al. [7] 
found a significant decrement of NOS-2 renal expres­
sion in rats with subtotal renal ablation. On the other 
hand, Fujihara et al. [8], using antibodies targeted 
against two different epitopes, found the presence of 
what appeared to be two distinct NOS-2 fractions: a 
'tubular' fraction, present in sham rats and less 
intensely in 5/6 Nx; and an 'interstitial' fraction, 
observed only in swollen areas of the 5/6 Nx group. 
Although the cell type that expressed this fraction was 
not reported, the authors suggested that it was 
probably synthesized by interstitial inflarnmatory 
cells. In fact, treatment with the NOS-2 specific 
inhibitor, aminoguanidine (AG) greatly attenuated 
renal injury in 5/6Nx rats by a direct anti­
inflarnmatory effect, probably related to NOS-2 
inhibition [9,10]. 

Large quantities of nitric oxide (NO) produced by 
NOS-2 have been related to the generation of 
peroxynitrite, activation of proinflarnmatory proteins 
such as cyclo-oxygenase (COX-2) through interaction 
with the heme moiety of the protein [11], and 
activation of profibrotic molecules such as transform­
ing growth factor-f31 (TGF-f31), by the suppression of 
TGF-f31Iatency associated-peptide (LAP) activity [12]. 
Thus, through these effects, NO may particípate in the 
accumulation of the extracellular matrix during 
chronic renal damage. 

Thus, functíonal, vascular and structural renal 
damage may be partíally mediated through increased 
expression of COX-2 and TGF-f31, stímulated by NO 
produced by NOS-2. In the present study, we evaluated 
in 5/6 Nx rats if the renoprotective effect exerted by 
chronic inhíbition of NOS-2 with two different 
selective inhibitors of NOS-2 (L-NIL and AG) is 
associated with prevention of the expression and/or 
activation of COX-2 and TGF-f3l. 

Metbods 

Adult male Sprague-Dawley rats (300-350 g) were obtained 
from Harlan, Mexico. Thirty rats underwent 5/6 Nx by the 
removal of the right kidney and selective infarction of 
approximately two-thirds ofthe left kidney by ligation oftwo 
or three branches of the renal artery [4]. Fifteen sham­
operated rats served as control. Experimental procedures 
were conducted according to our institutional guidelines. 

Experimental groups 

Rats were randomly assigned to fOUT groups: S (n= 15), 
sham-operated rats, 516 nephrectomy (Nx, n =15), Nx rats 
plus AG (n =15, AG, Sigma-Aldrich, Mexico, 0.1 % in 
drinking water). To determine whether the beneficial effects 
of AG on NOS-2, COX-2 and TGF-J31 mRNA levels were 
actual1y due to selective inhibition of NOS-2 or due to side 
effects of the compounds, we performed real-time reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT -PCR) in an 
additional group of rats in which the specific inhibitor 
of NOS-2 (L-N6-iminoethyl-lysine: L-NIL 30mg!1 in 

drinking water) was given. AH groups of rat were studied 
after 21 days of follow-up. 

Systolic blood pressure and proteinuria 

Both parameters were measured in the basal period and at 
the end of the study. Systolic blood pressure (SBP), in 
conscious restrained rats, was measured by tail cuff 
sphyngomanometer using an automated system (Narco 
Biosystems, Houston, TX, USA). All animals were precondi­
tioned for blood pressure measurements 1 week before each 
experimento Twenty-four hour urine was collected for 
determination of proteinuria by a turbidimetric method [4]. 
In five rats of each group, serum and urine Cr concentration 
were measured with an autoanalyser (Creatinine Analyzer 2, 
Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA, USA), and renal 
Cr c1earance was calculated by the standard formula 
e =U* VIP, where U is the concentration in urine, V is 
urine flow rate, and P is the plasma concentration. 

Relative quantification of NOS-2, COX-2 
and TGF-pl genes 

Total mRNA was isolated from individual cortexes and 
medullas (n =5 rats each group) as previously described [13]. 

The purified RNA (5 J.1g) was reverse-transcribed using 
oligo-dT (0.5 J.1g) and 200 U of M-ML V Reverse 
Transcriptase (Invitrogen Life Technologies) for 1 h at 37°C. 

Relative mRNA levels of NOS-2, COX-2 and TGF-J31 
were assessed in sham, 5/6Nx, 5/6Nx+AG and 
5/6Nx+L-NIL groups by real-time RT-PCR with a 
LightCycler 2.0 System (Roche Applied System) using 
Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG kit 
(lnvitrogen Life Technologies) which was used according to 
the manufacturer's protocoL Samples were then amplified for 
NOS-2, COX-2, TGF-J31 and J3-actin under the following 
conditions: Pre-incubation for IOmin at 95°C, denaturation 
for 10 s at 95°C, annealing for 10 s at 60°C and extension step 
for 12 s at 72°C, 40 cycles. Sequences of primers were as 
follows (Invitrogen Life Technologies): NOS-2 [14]: 5' TGC 
ATO OAC CAOTAT AAO GCA AAC 3' (forward), 5' 
GTT TCT GGT COA TGT CAT GAO CAA (reverse), for 
COX-2 [15]: 5'-GAA ATO GCT GCA GAG TIG-3' 
(forward), 5' TCA TCT AOT CTO GAG TGG 5' (reverse) 
forTGF-J31 [161: 5' CAC CAT CCA TGA CAT GAA CC 3' 
(forward), 5' TCA TGT TGG ACA ACT GCT CC 3' 
(reverse), and J3-actin, as reported previously [17]. 

The results were quantified as Ct values, where Ct is 
defined as the threshold cycle of PCR at which the amplified 
product is first detected, and expressed as reIative gene 
expression (the ratio of target/J3-actin) [18]. 

Western blotting 

Western blot analysis was performed with whole kidney 
tissue homogenates. For analysis of COX-2, microsomes 
were isolated as previously descnbed [19], and for NOS-2 
analysis, a supernatant was used (n =5 each group). Blots 
were probed with NOS-2 (1:200 dilution) (BD Transduction 
Laboratories), COX-2 (1:100 dilution), and J3-actin (1:300 
dilution) antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Inc.), the 
secondary antibodies (1 :7000) (ECL Plus Western Blotting 
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Reagent Pack, Amersham Biotechnology) were detected 
using an enhanced chemiluminescence detection system 
(Amersham Biotechnology). Bands were quantified using 
ID image-analysis system (Kodak). 

Measurement 01 TGF-f31 

TGF-fJI was measured in plasma samples of rats used for 
westem bIot (n =5 each group) with a commercially availabIe 
enzyme-linked immunosorbent assay kit (Quantikine, R&D 
System, Minneapolis, MN, USA) following the manufac­
turer's instructions. 

Renal histology 

In five rats of each group, remnant kidneys were washed by 
perfusion with phosphate "buffered saline (PBS), fixed with 
4 % paraformaldehyde, embedded in paraffm, and 4 ¡.un 
sections were stained with periodic acid Schiff (PAS) reagent. 
Afferent arteriole rnorphology, evaluated as the media-to­
lurnen ratio, was assessed by indirect peroxidase immunos­
taining for cx-srnooth muscle actin (cx-SMA, Dako Corp, 
Carpinteria, CA, USA) as described elsewhere [20]. Tubulo­
interstitial fibrosis was detected by Masson staining. NOS-2 
expression was evaIuated by the indirect streptavidin-biotin­
peroxidase method, counterstained with haematoxylin, using 
the same antibody as in westem bIot. Ten non-crossed fields 
of cortex (10X) per biopsy were analysed using Image-Pro­
Plus 5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) and 
Adobe Photoshop 7 (Adobe Systems, San Jose, CA, USA). 
Positive brown-colour areas were selected and quantified in 
pixel units and the number of positive areas were expressed 
as a fraction of the total area (positive brown areas divided 
by overall fieId area). The mean fractional amount ofpositive 
brown areas was obtained by averaging the values from 10 
examined fields. 

Statistical analysis 

Values were expressed as mean ± SE. Differences between 
groups were evaluated by analysis of variance (ANOV A) 
with appropriate correction for multiple comparisons 
(Bonferroni). The relation between variables was assessed 
by correlation analysis. 

Results 

Systolic blood pressure and proteinuria 

Body weight, SBP and proteinuria of each group of 
rats chosen to study R T -PCR, westem blot and 
immunohistochemistry are depicted in Table 1. At 21 
days of follow-up, groups with renal ablation had a 
marked elevation of SBP and proteinuria compared 
with sham rats. Treatment with AG did not prevent the 
rise in arterial pressure but partially prevented 
proteinuria. L-NIL treatment in 5/6 Nx rats had a 
comparable behaviour to AG since it also significantIy 
reducing proteinuria (33±7mg/day, P<O.OOI vs 
5/6Nx) while SBP remained elevated (l53±5mmHg, 
P=ns). 

P. Bautista-GarcÍa et al. 

Renal ablation induced a significant fall of Cr 
clearance in treated and untreated 5/6 Nx rats (Sham: 
1.33 ±0.17rnl/min; 5/6Nx: 0.57 ±O.lOrnl/min; 5/6 
Nx+AG: 0.64 ± 0.06ml/min. P<O.OI vs sham). 

Expression 01 NOS-2 

As shown in Figure 1, 5/6Nx induced a significant 
overexpression of NOS-2 mRNA in renal cortex and 
medulla (1.3- and 3.3-fold, respectively compared with 
5/6Nx rats), which was prevented by both AG and L­
NIL treatments. Likewise, expression of NOS-2 
protein in total renal tissue evaluated by westem blot 
was significantIy increased in 5/6Nx rat; which was 
prevented by AG treatment (Figure lC-D). Using 
the same antibody, immunohistochemistry revealed 
that overexpression of the NOS-2 protein was mainly 
located in the tubulointerstitial areas, and by 
morphometry we found a significant increase in 
5/6 Nx groups (Sham: 1357 ± 48; 5/6 Nx: 6370 ± 407 
pixels/400x field, P < 0.001 vs sham, Figure lE-F). 
Up-regulation of NOS-2 was prevented in the 
5/6Nx+AG group as well as in L-NIL treated 
rats (3296 ± 18 and 2818 ±64 pixels/400x field respec­
tively, P<O.OOI vs 5/6Nx) (Figure lG-H). 

Expression 01 CO X-2 and TGF-f31 

Subtotal renal ablation also induced an increase of 
COX-2 mRNA in renal cortex and medulla (1.6- and 
2.0-fold, respectively compared with 5/6 Nx group), 
which was prevented by both AG and L-NIL treat­
ments (Figure 2A-B). In addition, immunoblot showed 
a significant increase of COX-2 protein in the 5/6 Nx 
group, which was prevented by the AG treatment 
(Figure 2C-D). Similarly, 5/6 Nx increased TGF-f31 
mRNA in cortex and medulla (1.3- and 1.8-fold 
compared with 5/6 Nx rats);this increment was 
al so prevented by AG and L-NIL treatments 
(Figure 3A-B). 

Table l. Body weight, systolic blood pressure (SBP) and proteinuria 
(Uprot) ofrats chosen to study gene expression (real-time RT-PCR) 
and protein expression (western blot, WB; ELISA and immunohis­
tochemistry,IMHC) 

Method Parameter Sham 5/6Nx 5/6Nx+AG 

RT-PCR Body weight 306±2 304±9 291 ± 11 
n = 5 each group SBP 

Uprot 
124±3 
7±1 

164±9* 
114±6t 

164±4** 
57± 13*'** 

WB andELISA 
n = 5 each group 

Body weight 
SBP 
Uprot 

306±3 
108±3 
6±0.3 

305± 12 
163 ±gt 
73±3t 

290±13 
156±6t 
47±3t.# 

IMHC Body weight 304±4 311 ±6 294±11 
n = 5 each group SBP 

Uprot 
109±3 
10±2 

175 ± 14t 

96± U t 
153±5* 
67±5t.§ 

*P<O.OI vs 5/6Nx; **P<O.OI vs sham; tp<O.OOl vs sham; 
#P<O.OOl vs 5/6Nx; §P<0.05 vs 5/6Nx. 
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Fig. 1. NOS-2 renal expression. Cortical (A) and medullary (B) gene expression evaluated by real-time-RT -peRo Representative westem 
blot in renal homogenates (e, D). NOS-2 immunohistochemistry (400 x; E-H). A significant increase ofNOS-2 renal expression in 5/6 Nx rats 
was observed in tubular epithelial cells, which was prevented in AG and L-NIL treated groups. *P < 0.05 vs sham; **P < 0.05 vs 5/6 Nx. 
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Fig. 2. eOX-2 renal expression. Gene expression evaluated by real-time RT-PCR in cortex (A) and medulla (B). Protein 
expression was evaluated by westem blot in renal microsomes (e, D). e is a representative westem blot of eOX-2. *P < 0.05 liS sham; 
**P<0.05 liS 5/6Nx. 
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Fig.3. TGF-131 expression. Gene expression was evaluated by real-time RT-PCR in renal cortex (A) and medulla (B). Protein active fraction 
ofTGF-131 was evaluated by ELISA in plasma (C). *P<0.05 vs sham; **P<0.05 vs 5f6Nx. 

The active fraction of the TGF-~1 protein was 
evaluated by ELISA. Renal ablation induced a marked 
increase of the active fraction of TGF-rn compared 
with sham rats (16.71 ± 3.67 ng/ml vs 3.51 ±0.75, 
P < 0.05), which was prevented in the 5/6 Nx +AG 
group (4.62 ±0.82 ng/ml, P < 0.05 vs 5/6 Nx) 
(Figure 3C). 

Histological studies 

Quantification of tubulointerstitial fibrosis by mor­
phometry showed increased fibrosis in subtotal renal 
ablated rats compared with the sham group 
(4653 ±362 vs 1940 ± 107 pixels/area, P < 0.05). This 
morphological change was prevented by the adminis­
tration of AG and L-NIL (2751 ± 181 and 2245 ±98 
pixels/area, respectively, P < 0.05 vs 5/6 Nx) 
(Figure 4A, C, E and G). 

We previously showed that 5/6Nx induces a renal 
vascular lesion characterized by arteriolar wall thick­
ening and narrowing of the vascular lumen [6J. In the 
present study, we found a similar microvascular 
lesion as disc10sed by a significant increment in the 
media-to-Iumen ratio compared with sham rats 
(M/L = 6.37 ±0.59 vs 3.55 ±0.20, P< 0.01). The arter­
iolopathy was prevented by the administration of AG 
and L-NIL (M/L=3.47±0.18 and 3.22±0.08~ respec­
tively, P<0.01 vs 5/6Nx) (Figure 4B, D, F and H). 

Correlations 

We analysed the results of NOS-2 express ion obtained 
by different approaches and examined its correlations 
among the studied parameters. These results are shown 
in Table 2. Cortical NOS-2 gene expression positively 
correlated with proteinuria, COX-2, and TGF-~l. 

Fig. 4. Micrograpbs showing tubulointerstitial fibrosis (Masson, 
400x) (A, e, E) and microvascular damage (pAS and cx-SMA 
immunostaining, lOOOx) (B, D, F) in sham (A, B), 5/6Nx (C, D) and 
5/6Nx+AG (E, F) and L-NIL (G, H) rats. 

http:3.22�0.08
http:M/L=3.47�0.18
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Table 2. Correlations of NOS-2 expression obtained by different 
methods 

Correlation R-value P-value 

Gene analysis (RT-PCR) 
-NOS-2 (cortex) vs Uprot 0.77 0.001 
-NOS-2 (cortex) vs COX2 (cortex) 0.77 0.001 
-NOS-2 Cx vs TGF (cortex) 0.85 0.0001 
Protein analysis (western blot and E) 
-NOS-2 Cx+Mx vs Uprot 0.79 0.0005 
-NOS-2 Cx+Mx vs COX-2cx+Mx 0.84 <0.0001 
-NOS-2Cx+Mx vs TGFELISA 0.87 <0.0001 
Immunorustochemical analysis 
-NOS-2 vs Uprot 0.64 0.01 
-NOS-2 vs MIL ratio 0.91 <0.0001 
-NOS-2 vs Fibrosis 0.88 <0.0001 

By westem blot, NOS-2 correlated with proteinuria 
and COX-2, and also with the active fraction of 
TGF-~l measured by ELISA. Morphometric analysis 
in groups used for immunohistochemistry revealed 
positive correlations among NOS-2 vs proteinuria, 
media-to-Iumen ratio and fibrosis. 

Discussion 

Several studies have shown that during chronic renal 
injury, inhibition of inflammatory infiltration prevents 
or retards haemodynamic and structural alterations 
[2-4]. In this context, participation of NOS-2 may be 
relevant, since this isoform is induced in infiltrating 
inflammatory cells, and its high and continuous 
activity may have deleterious effects on renal tissue. 
However, the contribution of NOS-2 to the progres­
sion of renal damage is still controversia!. In this 
regard, Aiello el al. [21] were the first to report 
decreased expression of NOS-2 in kidney sections of 
5/6Nx rats, and later on Vaziri el al. [7] confirmed this 
result in whole kidney homogenates. On the other 
hand, Brooks el al. [9] found in the same experimental 
model that administration of AG, a generally accepted 
specific inhibitor of NOS-2 [22], attenuated protein­
uria. More recently, Fujihara el al. [8], suggested the 
existence of two functionally distinct NOS-2 renal 
fractions in 5/6 Nx rats: a constitutive tubular fraction 
and an interstitial fraction, associated with interstitial 
inflammation. 

In the present study, we evaluated the participation 
of NOS-2 duríng chronic renal damage using three 
different approaches. In order 10 inhibit NOS-2, 0.1 % 
of AG or 30mg/1 of L-NIL were added to drinking 
water. It had been previously shown that 0.1 % of AG 
successful1y blocks NOS-2, not inhibiting endothelial 
NOS or the formation of glycation end products 
(AGEs) [23]. Although the inhibition of NOS-2 by AG 
is considered to be specific, it can also reduce advanced 
AGEs formation, however presence of AGEs in 5/6 Nx 
rats was reported only after 12 weeks post-Nx [24]. 
Thus, it is unlikely that inhibition of AGEs production 

by AG had contributed to the beneficial effects exerted 
by AG in the present study performed after 3 weeks 
of subtotal renal ablation. Nevertheless, in order to 
corroborate if the beneficial effect of AG treatment is 
actually due to selective inhibition of NOS-2, we used 
a more selective inhibítor ofNOS-2, L-NIL. We found 
that both NOS-2 inhibitors prevented the overexpres­
sion of NOS-2, COX-2 and TGF-~lmRNA suggesting 
that both AG and L-NIL exerted their therapeutic 
effects through the inhibitíon of inducible NOS. In this 
regard, it was shown that AG and L-NIL blockade the 
action of NOS-2 as an analogue substrate, indicating 
post-translational, rather than transcriptional inhibí­
tion [22]. However, the observation that AG and 
L-NIL also limit the expression of mRNA levels of 
NOS-2, suggests that both inhíbitors may have effects 
on íts transcriptíonal activation. Although, we can rule 
out a direct effect of AG and L-NIL on mRNA NOS-2 
expression levels, it is likely that the decrement of NO 
and its oxidative radicals mediated by AG and L-NIL 
may prevent the activation of potent endogenous 
inducers such as cytokines, interferon-y or tumour 
necrosis factor-el, produced during an inflammatory 
process, which could enhance the translocation of free 
NF-1CB from the eytosol to the nucleus and the 
induetion of NOS-2 expression [25]. In support of a 
negative effeet of AG and L-NIL on transcriptional 
activation of NOS-2, we found that protein express ion 
measured as westem blot was prevented in AG treated 
rats eompared with 5/6 Nx rats and protein expression 
levels measured as immunohistoehemistry were also 
deereased in AG and L-NIL treated rats compared 
with 5/6 Nx group. 

Sinee progression of renal damage is partially 
mediated by proteinuria, proínflammatory and profi­
brotie molecules as well as struetural damage, we 
studied if NOS-2 overexpression is related to these 
alterations, by analysis of expression of COX-2 and 
TGF-~l, proteínuria, tubulointerstitial fibrosis and 
arteriolar thiekening. Our results suggest that increased 
NOS-2 expression induced overexpression of COX-2 
and TGF-~1 at gene and protein levels. This is 
supported by the faet that NOS-2 inhibition with AG 
and L-NIL prevented the increased expression of both 
mRNAs. In faet, we found a positive eorrelation 
between expression of NOS-2 and COX-2 by real-time 
RT-PCR and western bIot, and NOS-2 and TGF-~1 
by real-time R T -PCR and protein expression (NOS-2, 
westem blot and TGF-~l, ELISA). It has been 
postulated that tubulointerstítial fibrosis and vascular 
damage may result from the enhanced express ion of 
COX-2 [26] and TGF-J31 [27]. In our study, both 
alterations correlated positively with NOS-2 expression 
by immunohistoehemistry. Final1y, the most eommon 
marker of renal damage, proteinuria eorrelated with 
NOS-2 expression, evaluated by three different 
methods. 

The mechanisms involved in the regulation of 
COX-2 and TGF-J31 by NOS-2 are beyond the scope 
of the present study, nonetheless, several studies with 
different experimental models have shown that NO is 
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able to activate COX-2 [11] and TGF-J31 [12]. The 
increased expression ofNOS-2, observed in this study, 
could be associated with an enhanced generation of 
NO or of a secondary cytotoxic product such as 
peroxynitrite, which has been shown to activate the 
latent fraction of TGF-J31 by inducing structural 
changes in its latency active peptide [12]. Thus, the 
active fraction of TGF-J31 may increase the deposition 
of extracelIular matrix in renal interstitium, enhancing 
the fibrotic process. 

An important finding of this study is that two 
selective inhibitors of NOS-2 such as AG and L-NIL 
showed a protective effect on microvascular lesions, 
although it was unable to prevent the rise of arterial 
pressure. We previously reported [4] that preservation 
of the microvascular structure prevents the 
glomerular hyperfiltration and hypertension that 
result from 5/6 Nx, despite persistence of arterial 
hypertension. Hence, we could speculate that 
conservation of the glomerular haemodynamic 
function, as a result of preservation of vascular 
structure, may be an additional protective effect 
exerted by AG and L-NIL. 

In conclusion, the present studies show that the 
protective effect of two different selective inhibitors 
of NOS-2 (L-NIL and AG), inhibiting NOS-2 is 
associated with a decreased expression of NOS-2, 
COX-2 and the active fraction of TGF-J3I, as well as 
lower proteinuria and tubulointerstitial fibrosis, and 
the prevention of microvascular damage. These 
findings suggest that high concentrations of NO 
produced by NOS-2 can act as a positive modulator 
of proinflammatory and profibrotic pathways involved 
in the progression of renal disease. 
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