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RESUMEN

La funcion de la ciclooxigenasa (COX) es la sintesis de prostanoides a partir del
acido araquidonico. La ciclooxigenasa-1 (COX-1) se encuentra expresada de
manera constitutiva en la mayoria de los tejidos. La ciclooxigenasa-2 (COX-2) es
la isoforma inducible, aunque en el rifidn es expresada constitutivamente, y juega
un papel importante en la regulacion de la funcion renal y la estimulacion de la
liberacion de renina. Ambas isoformas de la ciclooxigenasa generan
prostaglandinas y tromboxanos.

Durante la diabetes, la hiperglicemia induce un estado pro-inflamatorio que
contribuye directamente a la disfuncion endotelial al afectar la sefalizacion de
insulina y alterar la expresion de genes importantes para la homeostasis vascular
y renal, como es el caso de las COXs. En las primeras etapas del desarrollo de la
nefropatia diabética, las prostaglandinas E, y prostaciclina tienen un papel
importante en las alteraciones de la hemodinamica renal en humanos con diabetes
tipo 1.También, se ha postulado que el sistema renina-angiotensina (SRA)
participa de manera importante en la patogénesis de la nefropatia diabética. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la expresion de COX-1 y 2 asi como su
relacion temporal con la expresion genética de renina en diferentes etapas de la
evolucion de la diabetes mellitus tipo 1 en la rata.

Para ello, en éste estudio se utilizaron ratas macho Wistar de 1,2 y 4 semanas con
diabetes inducida con estreptozotocina (STZ) y ratas control administradas con
amortiguador de citratos. Posteriormente, se extrajo RNA de corteza renal para
evaluar la expresion del mRNA para renina, COX-1 y COX-2 por medio de la
técnica de qPCR-RT.

Para evaluar el curso temporal de la expresion renal de las COXs y de renina, se
determind el MRNA para las tres enzimas en corteza renal de ratas diabéticas con
diferente tiempo de exposicién a la hiperglicemia. Como resultado de la primera
semana de hiperglicemia, se present6é una sobreexpresion del mRNA para COX-1,
COX-2 y renina en la corteza renal. A la segunda semana se mantuvo el aumento
en la expresion de ambas COXs, pero disminuyd la expresion del mRNA para
renina. A las cuatro semanas los niveles de mRNA para las ciclooxigenasas y la
renina fueron semejantes a los observados a la primera semana de hiperglicemia
con un aumento en la expresion para las 3 enzimas.
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Interesantemente, el incremento en la expresion de las COXs y renina se asocio
con un aumento en el indice de masa renal, sugiriendo que la actividad de estas
enzimas esta relacionada con alteraciones estructurales renales desde etapas
tempranas en el desarrollo de la diabetes tipo 1.

Para determinar si existe una regulacion cruzada entre el SRA y la COX-2 en
etapas tempranas de la diabetes, se decidi6é dar tratamiento oral con celecoxib, un
inhibidor selectivo de COX-2, y captopril, un inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) durante la primera semana de hiperglicemia. Como resultado
del tratamiento con captopril disminuyé la expresion de renina y de ambas COXs
en el animal diabético. Asi mismo, el tratamiento con celecoxib, disminuyo la
expresion del mMRNA de COX-1, COX-2 y renina provocado por la hiperglicemia.
En conclusién nuestros resultados sugirieren que el aumento en la expresion de
la COX-2 en la corteza renal, podria estar relacionado con la sobre activacion del
SRA en la diabetes tipo 1.
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l. Introduccién

1.1 Diabetes Mellitus

1.1.1 Definicién

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad crénico degenerativa, que se
caracteriza por hiperglicemia, que resulta del déficit en la secrecion y/o accion de
la insulina (OMS, 2013), debido a la disfuncién o a la destruccién de las células 3
pancreaticas, que se traduce en un déficit absoluto de insulina y dependencia vital

a la insulina exdgena en este ultimo caso (Lerman and Zimmet, 2005).

Las manifestaciones clinicas de esta enfermedad son la hiperglicemia, polifagia,

poliuria, polidipsia, pérdida de peso y cansancio (Al-Yaarubi y col., 2014).

1.1.2 Insulina

La insulina es una hormona constituida por 51 residuos de aminoacidos (Fig.1), es
sintetizada por las células 3 de los islotes pancreaticos a partir de un precursor de

110 aminoécidos llamado pre proinsulina (Hunter y Garvey, 1998).
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*Cadena &

Fig.1 Estructura de la insulina. Compuesta por dos cadenas, la cadena A compuesta por 21
aminodcidos y la cadena B compuesta por 31 aminoacidos estas unidas por puentes di sulfuro.

La glucosa es el principal estimulo para la secrecion de insulina. La insulina
estimula el almacenamiento de la glucosa en el higado como glucdgeno, en el
tejido adiposo como triglicéridos y en los muasculos como proteina; también
favorece la utilizacion de glucosa en el musculo para la obtencién de energia,
bloquea el desdoblamiento de triglicéridos, glucégeno, proteinas y la conversion

de aminoacidos en glucosa.
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Estas vias estan aumentadas durante el ayuno y la diabetes. La conversion de
aminoacidos en glucosa y ésta a su vez a acidos grasos ocurre de manera

primaria en el higado (Goodman y Gilman, 2006; Fig.2).

INSULINA
Acidos grasos Glucosa <— Aminoacidos

Ny, ¥

Trigliceridos Gluubyeno Proteina
Tejido adiposo Higado Musuulo
Acidos grasos| ‘{\[

i | ina Inhibido por insulina
Es”mulad't} el Aumentade por ayuno
Augl-li?:éﬁftfnﬁ;r y ante diabetes

Fig.2 Efectos metabdlicos de la insulina. Favorece la entrada y almacenamiento de glucosa en
musculo, tejido adiposo e higado.
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1.1.3 Receptor de la insulina

Cuando la insulina se une a su receptor, éste desencadena multiples vias de
sefalizacion que median sus acciones biologicas. El receptor de insulina (IR) es
una glucoproteina que pertenece a la familia de receptores para factores de
crecimiento con actividad intrinseca de cinasas de Tyr (RTK's), los cuales al ser
estimulados por su ligando se autofosforilan en residuos de Tyr (3). El IR es un
estd compuesto por dos subunidades a y dos subunidades B unidas por puentes
disulfuro. Una vez que la insulina interacciona con su receptor, y éste es activado,
se inicia el encendido de cascadas de sefalizacion que dependen de un
orquestado numero de interacciones proteicas. Dos vias principales de
transduccion son activadas por accion de la insulina: la via de la fosfatidilinositol 3-
cinasa (PI3K) y la via de las cinasas activadas por mitégenos (MAP cinasas).
Ambas vias regulan la mayoria de las acciones de la insulina asociadas a la
regulacion del metabolismo energético, de la expresion genética y de efectos

mitogénicos (Olivares y Arellano, 2008; Fig.3)
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Membrana
plasmatica

Citoplasma

MEK

Transcripcionde Genes

Fig.3 Activacion de la via de las MAPK por accién de la insulina. La insulina activa la via de las
MAPK a través de dos mecanismos: en el primero, la activacién del IR promueve la asociacién de
la proteina Shc, la cual une al complejo Grb2/SOS; SOS activa a Ras, la cual inicia el encendido de
la cascada de las MAPK. GTP-Ras une y activa a Raf-1 que subsecuentemente lleva a la
fosforilacion y activacion de MEK y de las ERK1/2. Alternativamente existe una via independiente
de Shc pero dependiente de la activacion del IRS por la que la insulina es capaz de activar a las
MAPKs. En esta, una vez activo IRS, une al complejo Grb2/SOS y a partir de este punto la
secuencia de activacion de proteinas es la misma que se describio para Shc.
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1.1.4 Clasificacion de la Diabetes Mellitus

La DM se puede clasificar en dos grupos; la tipo 1 la cual se caracteriza por la
ausencia total de insulina causada por la destruccion selectiva de las células (3 de
los islotes pancreaticos, mientras que la tipo 2 se caracteriza por la resistencia a la
insulina asi como por la falla en su secrecion, ambos factores influenciados por

factores genéticos y ambientales (A.D.A, 2014).

1.1.5 Diabetes Mellitus experimental por estreptozotocina

Al ser la DM una patologia de importancia desde el punto de vista clinico, se han
desarrollado diversos modelos experimentales para su estudio en los cuales un
alto porcentaje de células beta son destruidas, lo que ocasiona una baja
produccion de insulina endégena provocando hiperglicemia y pérdida de peso. La
estreptozotocina (STZ) (2-deoxy-2-3-metil-3-nitrosurea-D-glucopiranosa) es

sintetizada por Estreptomyces acromogenes, es un compuesto empleados para

desarrollar DM tipo 1 en modelos animales. Después de su administracion entra a
la célula pancreatica por el transportador GLUT 2 y causa alteraciones del DNA y
ATP. Ademas, es una fuente de radicales libres que pueden contribuir al dafio del

DNA y posteriormente a la muerte celular (King, 2012).
1.1.6 Complicaciones cronicas de la Diabetes Mellitus

En la diabetes la hiperglicemia induce un estado pro-inflamatorio que contribuye
directamente a la disfuncion endotelial al afectar la sefalizacion de insulina y
alterar la expresion de genes importantes para la homeostasis vascular (Nacci y

col., 2008).

o
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Las altas concentraciones de glucosa inducen efectos celulares especificos los
cuales en el rindn afectan muchos tipos de células incluyendo células endoteliales,
células del musculo liso, células mesangiales, podocitos, células del tubulo
colector y miofibroblastos. Un fenotipo notable en el rifidbn diabético es su
crecimiento que se lleva a cabo a través de la hiperplasia y la hipertrofia las cuales

comienzan al inicio de la diabetes (Vallon y Komers, 2011).

La hiperglucemia estimula la produccion de citocinas pro-inflamatorias y factores
de crecimiento, incluyendo el factor de crecimiento transformante B (TGF-B) ya
gue se aumenta la sintesis de diacilglicerol que estimula las proteinas cinasas
(PKC) las cuales a su vez aumentan la actividad de las MAP cinasas y promueve
la trascripcidon de este factor (Harvey, 2011). Por otra parte se activan el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el factor de crecimiento de tejido
conectivo (CTGF), el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), el
factor de crecimiento epidérmico (EGF). Ademas, se favorece el incremento en la
permeabilidad glomerular y la presion capilar glomerular, facilitando la eliminacién
de proteinas a través de la orina y la infiltracion de macrofagos que promueven la

expresion del TGF-, que finalmente provocan la insuficiencia renal.

La hiperglucemia es responsable del dafio en la célula endotelial, al producir un
aumento en la secrecion de endotelina-1 y una disminucién en la sintesis de oxido

nitrico (NO) (Parving y Mauer, 2007).
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Factores de riesgo como la hiperglicemia alteran la habilidad del endotelio para
responder a cualquier estimulo fisico o quimico apropiadamente (Wong y col.,

2013).

El endotelio es una interface dinAmica que responde a varios estimulos, sintetiza y
libera moléculas vasoactivas y antitromboticas que regulan la funcién

cardiovascular y actia como una barrera selectiva de permeabilidad.

El NO, la prostaciclina, el factor hiperpolarizante dependiente de endotelio y la
endotelina, estan entre las sustancias vasoactivas producidas y liberadas por el

endotelio.

1.1.7 Nefropatia Diabética

El rifndn es un 6rgano blanco en la diabetes mellitus, aproximadamente el 40% de
los pacientes llegan a cursar nefropatia diabética (ND) y falla renal (Aguilar y col.,

2003).

La ND es una de las complicaciones mas graves de la diabetes mellitus se ha
convertido en la principal causa de enfermedad renal en etapa terminal (Rossing,

2006). En su etapa inicial es asintomatica (A.D.A, 2004).

La ND progresa por etapas, comenzando con el engrosamiento de la membrana
basal glomerular, expansion de las células mesangiales y posteriormente la
progresion gradual de glomerulosclerosis y fibrosis intersticial, eventualmente

culminando en una falla renal (Karihaloo, 2012).
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En la DM tipo 1 se han propuesto cinco etapas; la etapa 1-2 es equivalente a una
nefropatia pre-clinica, y solo es detectada por una biopsia, la etapa 3 equivale a
una nefropatia temprana, la etapa 4 es determinada como nefropatia tardia, por
altimo en la etapa 5 se presenta la progresion de la dltima etapa del dafio renal

(Shlipak, 2009).

Etapa 1: Hiperfiltracién glomerular y renomegalia.; Etapa 2: Lesiones glomerulares
tempranas; Etapa 3: Microalbuminuria definida por una tasa de excrecion de
albumina diaria con valores de 20/200 ug/ min lo que predice el deterioro de la
funcion renal. Se asocia con el dafio vascular en otros Organos; Etapa 4:
Macroalbuminuria y disminucion de la tasa de filtracion glomerular. La filtracion
glomerular cae en un rango de 1ml/min/mes; Etapa 5: Falla renal después de 20-
30 afios de DM en el 30 a 40 % de los pacientes con DM tipo 1, los niveles de

creatinina son mas altos que en personas normales (Jawa y col., 2004).

En su patogénesis estan implicados factores hemodinamicos, los cuales incluyen
elevaciones de la presion sistémica y capilar glomerular y la activacién de diversas

vias de hormonas vasoactivas incluyendo al SRA, la endotelina y urotensina.

Esta alteracion hemodinamica actia de manera independiente y en conjunto con
vias metabolicas para activar la proteina cinasa C (PKC) y la MAP cinasa (MAPK),
factores de transcripcion nucleares como el factor nuclear k-B y diversos factores
de crecimiento. Estos mecanismos moleculares conducen a un incremento en la

permeabilidad de albumina renal y su acumulacién en la matriz extracelular lo que
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resulta en proteinuria, glomerulosclerosis y fibrosis tubulointersticial (Forbes y

Cooper, 2013).
1.1.8 Filtracion glomerular

Uno de los primeros cambios que ocurren durante la DM es el incremento en la
tasa de filtracion glomerular, denominada hiperfiltracién. El volumen de plasma
filtrado por unidad de tiempo se conoce como tasa de filtracion glomerular (TFG) y
depende de la presion hidrostéatica y de la presion coloidosmotica de las proteinas
en la capsula de Bowman. La microvasculatura renal tiene un sitio de regulacién
de la resistencia en las arteriolas aferentes y eferentes a través de su relajacion o
constriccién (Brenner, 2003). Se ha propuesto que la hiperfiltracion es una
respuesta apropiada en respuesta a una retroalimentacion tubulo glomerular que
reacciona a un aumento inadecuado en la reabsorcién de sodio (Van buren y Toto,
2013). La glucosa se reabsorbe junto con el Na™ en la primera porcion del tabulo
proximal, mas adelante a lo largo del tibulo el Na* se reabsorbe con el CI', se filtra
a una velocidad de aproximadamente 100mg/min. Basicamente toda la glucosa se
reabsorbe y so6lo algunos miligramos aparecen en la orina.La cantidad reabsorbida
es proporcional a la cantidad filtrada y por tanto a la concentracion plasmatica de
la glucosa, sin embargo una vez que se excede el transporte maximo de glucosa,

aumenta la cantidad de glucosa en la orina (Ganong, 2002).
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1.1.9 Ciclooxigenasas

La prostaglandina sintasa o ciclooxigenasa (COX) es la enzima responsable de la
formacibn de prostanoides vasodilatadores y vasoconstrictores como
prostaglandinas (PGs) prostaciclina (PGI;) y tromboxano (TXA;) provenientes del
acido araquiddnico localizado en la membrana plasmatica de las células,
incluyendo a las células endoteliales. El primer paso en la biosintesis de PGs es
mediante la conversion del acido araquidénico a prostaglandina H, (PGH,). La
PGH, es transformada rapidamente en una variedad de eicosanoides involucrados

en diversas funciones fisiolégicas y fisiopatolégicas (Smith, 1989; Fig.4).
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Fig.4 Metabolismo del Acido Araquidénico. A partir de los fosfolipidos, por la enzima fosfolipasa A,
se libera el acido araquidénico. El &cido araquidénico se metaboliza en diferentes formas:
ciclooxigenasas o lipooxigenasas, las ciclooxigenasas transforman al acido araquidonico en
prostaglandinas y tromboxanos (Modificado de Rang y col., 2008).

Tres isoformas de la ciclooxigenasa han sido identificadas: ciclooxigenasa-1
(COX-1), la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y ciclooxigenasa-3 (COX-3), esta ultima
encontrada en perros como una variante de la COX-1, se espera que este péptido
tenga actividad de ciclooxigenasa, debido a que presenta la mayor parte de la

secuencia de aminoacidos idéntica a COX-1 (Perrone y col., 2010)
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La COX-1 se expresa constitutivamente en la mayoria de los tejidos. En el rifidn
adulto normal, COX-1 ha sido localizada en arterias y arteriolas, glomérulos y
tubulos colectores. En contraste la COX- 2 es una enzima inducible con niveles
bajos o indetectables en la mayoria de los tejidos, y su expresion puede ser
marcadamente aumentada por estimulos fisiologicos, inflamatorios, mitogénicos y
otros estimulos fisiopatologicos, incluyendo la hiperglicemia (Yar y col., 2010).
Ambas isoformas de la COX metabolizan el &cido araquidénico, generando PGs y
tromboxanos (Komers y col., 2007).

Se ha identificado la presencia de COX-2 en la corteza renal, en el asa gruesa
ascendente de Henle y en la macula densa (Linton y Fazio, 2002). Aunque se
considera que es una enzima inducible, la COX-2 se expresa constitutivamente en
el rindn, estando involucrada en la regulacion del balance de sodio y agua, el tono

vascular renal y la liberacién de renina (Komers y col., 2007).

En la mayoria de los tejidos la COX-2 no se encuentra presente 0 se encuentra en
cantidades muy bajas pero es fuertemente inducida por citocinas, factores de
crecimiento y promotores tumorales resultando en la sintesis de prostaglandinas

asociadas con inflamacion (Dixon y col., 2000).
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1.2 Regulacién de la expresion genética de las isoformas de la COX

El gen humano de la COX-1 se encuentra en el cromosoma 9, es de
aproximadamente 22 kb de longitud y contiene 11 exones. El promotor de la COX-
1 carece de una caja TATA o CAAT, tiene un alto contenido de GC y contiene
varios sitios de inicio de transcripcion propiedades caracteristicas de los genes
constitutivos. Aunque su proteina es constitutivamente expresada en muchos
tejidos, la COX-1 es regulada positivamente por AMPc en algunos tipos de células
incluyendo monocitos, células endoteliales de la vena umbilical (HUVEC) y
megacariocitos primarios (Kang y col., 2007).

Por otra parte, diferentes factores de transcripcion pueden regular COX-2
dependiendo del estimulo y del tipo celular. EI promotor del gen de la COX-2
humano contiene una caja TATA clasica, una caja E y varios sitios de union para
factores de transcripcion, muy conservados en humano, raton y rata (Ifiguez y
col., 2000; Vila-del Soly Fresno, 2005).

La expresion de COX-2 en la corteza renal es inhibida por la Ang Il. Si la actividad
del SRA se ve disminuida o es insuficiente para mantener el equilibrio de
electrolitos, se incrementa la expresion de COX-2 y la sintesis de prostanoides, lo
cual activa la expresion y liberacion de renina, que lleva a un incremento en la
actividad de la Ang Il y aldosterona lo que resulta en un aumento en la reabsorcion
tubular, facilitando de este modo el restablecimiento de la homeostasis del

volumen intravascular (Cheng y Harris, 2004).
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La PGE; es el principal producto del metabolismo de acido araquidénico por la
COX-2 en el riidn y regula la hemodinamica renal glomerular y la reabsorcion
tubular de Na* y H,O durante el estrés fisioldgico y puede iniciar la produccién de
renina. La accion biologica de la PGE, estd mediada por cuatro receptores
acoplados a proteinas G designados como EPi, EP,, EP3; y EP4 (Wang y col.,

2014).

La renina es una enzima aspartil proteolitica cuyo sustrato es el angiotensindgeno,
un péptido formado dentro del higado y liberado a la circulacion. Es la enzima
limitante de la velocidad de la formacion de Ang Il en el SRA. La renina es
sintetizada, almacenada y liberada por las células yuxtaglomerulares en el riiidn

(Wong y col., 2013; Fig.5).
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Fig.5 Aparato yuxtaglomerular. Formado por la arteriola aferente, arteriola eferente y el tabulo
contorneado distal en la proximidad del glomérulo. Esta estructura posee células especializadas
llamadas células de la macula densa, que responden ante cambios en el flujo y la composicién de

liquido tubular y controlan la liberacién de renina por las células granulares especializadas de la
arteriola aferente. (Boron y Boulpaep, 2005).
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1.2.1 Sistema Renina-Angiotensina

El SRA es un sistema hormonal que ayuda a regular la presiéon sanguinea y el
volumen extracelular corporal. La renina cataliza la conversion del
angiotensindgeno, proteina secretada por el higado, en Angiotensina | (Ang I) que,
por accion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), secretada por las
células endoteliales de los pulmones principalmente, y de los rifiones, se convierte

en Angiotensina Il (Ang Il) (Chawla y col., 2010 ).

Uno de los efectos de la Ang Il es la liberacién de aldosterona. EI mecanismo del
SRA en el tejido renal es Unico porgue los componentes necesarios para generar
la Ang Il estan presentes a los largo de la nefrona en ambos compartimentos tanto

intersticiales como intratubulares (Kobori y col., 2013; Fig.6).
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Fig.6 Esquema de la activacion del Sistema Renina-Angiotensina. Se muestran los mecanismos de
accion de la activacion de este sistema y sus componentes asi como sus efectos sobre diferentes
organos. Imagen tomada de http://www.nutricioblog.com
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1.2.2 Efectos de la Angiotensina ll

Los efectos biolégicos de la Ang Il son mediados a través de dos subtipos de
receptores especificos, el receptor a angiotensina tipo 1 (AT;) y el receptor a
angiotensina tipo 2 (AT,). Los efectos de Ang Il parecen estar mediado por su
unién al receptor AT, incluyendo la vasoconstriccién y la activacion del sistema

nervioso simpatico.

A pesar de compartir solo un 34% de homologia en su secuencia con el AT, el
receptor AT, es escasamente expresado en el adulto, pero es abundante en
tejidos fetales, donde se cree que tiene un papel importante en el desarrollo de los

tejidos donde se encuentra (Forbes y col., 2007).

El incremento en la secrecion de renina aumenta la formacion de Ang Il, misma
que estimula a los receptores AT en las células yuxtaglomerulares y en la macula
densa para inhibir la expresion y liberacion de renina y la expresion de la COX-2
respectivamente, siendo asi un mecanismo de retroalimentacion negativa

(Goodman y Gilman, 2006).

La hiperglicemia crénica que se presenta en la DM, incrementa la Ang Il tisular, la
cual induce estrés oxidativo, dafo endotelial, vasoconstriccion, trombosis e

inflamacion (Giaccetti y col., 2005).
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[l. Antecedentes

Komers y col. en 2001 encontraron que la COX-2 esta involucrada con la
produccion de prostaglandinas en el rifidn y desempefia un papel en el control de
la funcidn y la morfologia renal. La expresion cortical renal proteica de COX-2 y su
funcién se incrementa en los modelos experimentales de la DM en ratas con cinco
semanas de DM. Sin embargo,sugieren, no ha sido completamente aclarado el

papel fisiopatolégico de este fendmeno en el rifidn diabético.

Chen y colaboradores en 2011, observaron que el incremento en la expresion de
COX-2 en los rifiones de ratas diabéticas con estreptozotocina, se asocié con una
mayor liberacion de prostaglandinas cuando fueron estimulados por el &cido
araquidonico (AA), sugiriendo que el aumento en los prostanoides derivados de la
COX-2 estan involucrados en el dafio renal durante la diabetes, durante cuantro

semanas.

Vazquez y col., 2013 demostraron que COX-2, participa en el desarrollo de la
hipertrofia renal en ratas diabéticas inducidas con STZ durante siete dias ,y puede
modular la actividad de la Ang Il, ya que los tratamientos con inhibidores selectivos
de COX-2 pueden tener un efecto renoprotector por la reduccidon de la expresion

de receptores AT, y TGF-B1.

Captopril, un inhibidor de la ECA, disminuye los niveles tisulares de Ang Il. Posee
una potente actividad antioxidante, neutraliza diferentes tipos de especies

reactivas de oxigeno y previene la perooxidacion de lipidos.
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Ademas, estudios previos han mostrado que el captopril incrementa la presion
sanguinea de los islotes, aumenta la secrecion de insulina, provee un mejor
control de la glicemia y atentda la ND en animales y en humanos (Fouad y col.,

2013, Fig.7).

HS O

Fig.7 Estructura quimica del farmaco captorpil

El celecoxib es un miembro de la subclase de farmacos conocidos como
analgésicos antiinflamatorios no esteroideos(AINE), cuyo efecto resulta de la
disminucién de la sintesis de prostaglandina (PG) por una inhibicion selectiva de la

COX-2 (Gong y col., 2012,Fig.8).
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Fig.8 Estructura quimica del farmaco celecoxib
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[1l. Justificacion

Hay diversos estudios que revelan el dafio provocado por las COX en animales
diabéticos durante etapas cortas, mas no hay estudios donde se haya hecho un
curso temporal para ver el comportamiento de éstas enzimas durante la evolucion

de la DM.

Se conoce desde hace muchos afios el crecimiento anormal del rifibn poco
después de la aparicion de la DM en los pacientes diabéticos. Sin embargo, se ha

puesto poca atencion sobre este fendmeno (Vallon y Komers, 2011).

La identificacion temprana de factores de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad renal podria favorecer el tratamiento oportuno y dirigir una mayor

influencia benéfica en la respuesta al tratamiento con medicamentos y dieta.
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IV. Hipétesis

La expresion de la enzima COX-1 y COX-2 aumenta con el tiempo de exposicion a
la hiperglicemia en la corteza renal de ratas con DM tipo 1, este cambio se

relaciona con la sobreexpresion de renina y el dafio renal durante la diabetes.

V. Objetivos

General:

Evaluar la expresion genética de COX-1 y 2 asi como su relacion temporal con la

expresion de renina en diferentes etapas de la evolucion de la DM 1 en la rata.
Particulares:

Determinar si la expresion del mRNA para COX-1, COX-2 y renina se modifican de

manera dependiente del tiempo en la corteza renal de ratas con DM tipo 1.

Determinar si la expresion del mMRNA de COX-1, COX-2 y renina se modifican con
la administracion de captopril y celecoxib en la corteza renal de ratas con una

semana de DM tipo 1.
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VI. Materiales y Métodos

6.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 250-300g de peso que fueron proporcionados

por el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores lIztacala.
Para la primera fase del experimento los animales se dividieron en dos grupos:
Grupo 1

Ratas control: administradas con el vehiculo de la STZ, el amortiguador de citratos

en una dosis de 1ml/Kg de peso.
Grupo 2

Ratas diabéticas: a las cuales se les aplico intraperitonealmente, STZ en una dosis
de 65mg/Kg de peso. A este grupo se le midi6 la glucosa en sangre después de
48h para corroborar el establecimiento de la hiperglucemia, con un glucémetro y

tiras reactivas Accu-Chek Performa.

Se realiz6 el sacrificio de los animales a la semana 1, semana 2 y semana 4 de la
induccion a la diabetes y se aisl6 y se perfundié el rifibn con solucién

amortiguadora salina de fosfatos (PBS) frio para eliminar restos de sangre.
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6.1.1 Tratamientos con captopril y celecoxib

Se formaron dos grupos: un grupo control administrado con amortiguador de
citratos y un grupo diabético administrado con STZ; ambos grupos fueron tratados
con vehiculo (agua potable), o con celecoxib en una dosis de 1mg/kg o con
captopril en una dosis de 30mg/kg en el agua de beber durante la primer semana
después de inducir la diabetes. Al finalizar los tratamientos se hizo la diseccion del

rinon.

6.1.2 Perfusién renal

Después de anestesiar a los animales con pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.), se
realiz6 una laparotomia, incidiendo plano por plano hasta llegar a peritoneo y
exponer el riion. El rindn fue descapsulado para eliminar las glandulas
suprarrenales y el posible efecto de las hormonas liberadas por ellas.
Posteriormente, se disecaron las arterias mesentérica superior, renal derecha y
aorta abdominal y mediante 4 suturas se refirid6 un tramo vascular en cruz: la
primera y la segunda suturas se colocaron en la aorta abdominal por arriba y por
abajo de la arteria mesentérica y la arteria renal, la tercera sutura en la arteria
renal, para sujetar el catéter y la Ultima sutura en la arteria mesentérica proximal a
la aorta. Se cateterizé la arteria renal entrando por la arteria mesentérica superior

y se extrajo el rifidn, el cual se colocd en una cadmara para érgano aislado.
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El rindn se perfundio con PBS mas 1ml/L de Dietilpirocarbonato (DEPC) y con la
ayuda de una bomba peristaltica. La soluciéon PBS se mantuvo fria a un pH 7.4.
La velocidad de perfusion renal fue de 10 ml/min y se mantuvo constante hasta

que el rifion se limpié completamente de sangre.
6.1.3 Extraccion de RNA

Se homogenizaron 50mg de corteza renal con 300ul de Trizol ® reagent, se
homogeniz6 y se agregaron nuevamente 700ul de Trizol hasta llegar a 1ml. Se
incubd durante 5min en hielo y se centrifugé a 10000rpm a 4°C durante 10min. Al
sobrenadante se le agregaron 200ul de cloroformo (Sigma-ALDRICH) frio y se
agitd. Se dej6 incubar 3min a temperatura ambiente y nuevamente se centrifugé a
13000rpm a 4°C durante 30 min. Se separd la porcidbn acuosa y se agregaron
300ul de isopropanol (Sigma-ALDRICH) frio, se mezclé por inversion y se dejo
precipitar por 10 min. a 4°C. Se centrifugé a 13000rpm a 4°C durante 10min.
Posteriormente se deseché el sobrenadante y se le hizo un lavado al precipitado
agregando 1ml de etanol al 80%. Se centrifugd a 7500 rpm a 4°C durante 5 min.,
se lavo nuevamente, y se desecho el sobrenadante, el precipitado se dejo secar
durante 10 min. y se la agregaron 50ul de RNAsecure previamente calentado a
60°C con ayuda de un termociclador hasta disolver por completo el precipitado, el

cual después se calent6 durante 10 min a una temperatura de 60°C.
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6.1.4 Integridad del RNA

Para verificar la integridad del RNA y seguir con el proceso de extraccion de
MRNA se preparé un gel de agarosa (0.35g) mas soluciéon amortiguadora TBE
(37ml) y 1.5ul de bromuro de etidio , una vez solidificado se cargaron 2ug de cada
una de las muestras, las cuales fueron incubadas a 55°C durante 15min,
posteriormente se dejaron correr a 100volts durante 40min, finalmente se revelo el
RNA con luz UV para obtener el patron de bandeo caracteristico del RNA;las
bandas 28 s y 18 s y confirmar la integridad del RNA y la ausencia de moléculas

de mayor peso molecular , que indicarian contaminaciéon con DNA gendmico.

6.1.5 Eliminacion de DNA gendémico

Una vez que fue comprobada la integridad del RNA. A la solucion de RNA se
agregan 3ul de amortiguador RT mas 1ul de rDNAsa, se incubd a 37°C durante
30min., posteriormente se agregaron 3.3ul de Inactivation reagent (previamente
descongelado y agitado por Vortex), se incubd durante 2 min a temperatura
ambiente, mezclando ocasionalmente. Por ultimo se centrifuga a 10000rpm
durante 2min. y se recupera el sobrenadante. Del sobrenadante se cuantificé la
concentracion de RNA con la relacion 260 y 280nm en un espectrofotometro. Se
evaluo la pureza la cual debi6 ser mayor a 1.8 para asegurar que no hubiera

contaminacion por proteinas.
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6.1.6 Reverso Transcripcion (RT)

Buffer de reaccion 10x......... 5ul (Thermoscientific)
dNTPs................ 4ul (Thermoscientific)
DDT 0.1M.......... 1pl (Thermoscientific)

Oligo d(T)18...... 1pl (Thermoscientific)

Inhibidor de RNasas........ 0.5ul Ribolock (Thermoscientific)
Enzima transcriptasa reversa......... 1pl M-MuLV (Thermoscientific)
RNA (2ug)......... varia

H,O DEPC.......... varia

Se agregaron los reactivos y se incubaron 1h. a 36°C y 3 min a 4°C.

6.1.7 Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR)

A partir del cDNA se usaron oligonucleotidos sintéticos de 21pb que delimitan un
fragmento de 130pb disefiados de acuerdo a la secuencia del gen COX-2 de rata.
Para COX-1 oligonucleotidos de 21pb que delimitan un fragmento de 108pb. Para
renina se utilizaron ologonucleotidos de 20pb que delimitan un fragmento de
211pb y por ultimo se amplificd simultaneamente un fragmento de 106pb del gen
B-actina el cual fue usado como control de referencia de expresion enddgena. Las

secuencias fueron las siguientes:

-
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Tabla 1 Oligonucledtidos y temperaturas de alineacion

Gen Oligo Tm Ciclos Amplicon
B-actina | F: 5-CGA GTC CGC | 95°C-30 s 40 ciclos | 95°C-10 min

GTC  CACCCG )
Con 3 58°C-30 s
R5-GACGAC GAG 72°C-30's
CGC AGC GAT
ATC -3

COX1 |F:5- GGG AAA CTT | 95°C-10min | 40ciclos | 95°C-30s
AAG TAC CAG ]
oo 3 54°C-30 s
R: 5'- CAT CTG CTT 72°C-30s
TTC GGG CGG
GAC - 3

COX-2 | F:5-CCT TGA ACA | 95°C-10 min 40 ciclos 95°-30 s
CGG ACT TGC )
Tona 60°C-30 s
R: 5-TCT CTC TGC 72°C-30s
TCT GGT CAA TGG
_3’

renina | F: 5- TTC TCT CCC | 94°C-10min | 40 ciclos | 94°C-1 min
AGA GGG TGC TA |
Y 64°C-1min
R: 5- CCC TCC 72°C-1min
TCA CAC AAC AAG
GT-3

-
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Cada reaccion se realizd por duplicado en el equipo Rotor Gene RG-3000

(CorbettResearch) con las siguientes cantidades:

Master Mix Universal SyBr Green........... 7.5ul (Kapa Biosystem)
Primer Forward................................. 0.5l

Primer Reversa..................cceeev. ... 0.5

Agua tratada con DEPC.................................. 5.5l

i
i

1!
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VII. Estadistica

Los resultados son expresados como la media + SE. Para cada grupo. Se utilizé t
de Student para comparar el grupo diabético y el control, mientras que para
determinar si existen diferencias en los grupos con diferentes tratamientos se
utilizé ANOVA de una via, seguido de un analisis TUKEY. Se consideré una
diferencia significativa si p<0.05.Estos datos fueron analizados con el programa

SigmaPlot version 11.0.
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VIIl. Resultados

8.1 Efecto de la diabetes inducida con STZ

Los resultados reflejan el establecimiento de diabetes inducida con la
administracion de STZ. Se cuantifico la glucemia en los grupos designados como
control (administrados con amortiguador de citratos) y en las diabéticas
(administradas con STZ). A la semana 1, 2 y 4 se observd un incremento
estadisticamente significativo en el nivel de glucosa sanguinea en la animales
administrados con STZ comparados con los controles. A la semana 1 el valor de
glucemia; para el grupo control fue de 114 * 5.6 mg/dl, para el grupo de ratas
diabéticas fue de 500 + 64.11 mg/dl p<0.001. A la semana 2 el valor promedio
para el grupo control fue 120 + 3.4 mg/dl, mientras que para el grupo de ratas
diabéticas fue 537 + 46 mg/dl p<0.001. Finalmente, a la semana 4 de manera
similar a los grupos anteriores, se encontré un valor de glucemia para el control
de 118 + 2.9 mg/dl asi como para el grupo diabético que fue de 516 + 56 mg/dI

(Fig. 9; p<0.001).

% £ Pagina 35



Glucemia en ratas Wistar diabéticas
inducidas por STZ
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Fig.9 Niveles de glucosa sanguinea de los grupos control y diabéticas. Se midi6 la glucosa en
sangre en ratas control y de 1, 2 y 4 semanas de hiperglicemia. Cada punto representa la
media * el error estandar, n=15-19 por grupo, *p< 0.001 vs control.
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8.1.1 Indice de masa renal

Se pesaron los rifiones de los grupos control y diabéticas de 1, 2 y 4 semanas
para calcular la masa renal (peso del rifion/peso de la rata), encontrando un
incremento significativo de la masa renal en todos los grupos diabéticos.

El valor de masa renal promedio para el grupo de 1 semana fue: grupo control
0.004+0.0001 g y para el grupo diabético 0.006+0.0005 g, p<0.014. A la segunda
semana los valores del grupo control fueron 0.004+0.002 g mientras que para el
grupo diabético fue de 0.006+0.0004 g, p<0.016 y por ultimo a las 4 semanas los
valores para el grupo control fueron 0.003+0.0002 g, y para el grupo diabético

fueron 0.005+0.0003 g, p<0.002 (Fig. 10).
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Peso relativo del rifndn de ratas
diabetizada con STZ
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Fig.10 indice de masa renal de los grupos control y diabéticas. Se pesaron los rifiones de
ratas control y de 1, 2 y 4 semanas de hiperglicemia. La masa renal es la relacion del peso
del rifién y el peso corporal. Cada punto representa la media + SE, n=16-19 por grupo, *p<
0.001 vs control.
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8.1.2 Expresion del mRNA para COX-1 en corteza renal

La hiperglicemia provoc6 un aumento significativo del mRNA para COX-1 en
corteza renal de ratas con 1, 2 y 4 semanas de la induccion a diabetes. A la
semana 1 la expresion genética del mRNA en el grupo diabético fue 3.9 + 0.8
veces mas grande, p<0.008 que el control, mientras que para la semana 2 la
expresion de mMRNA para COX-1 en el grupo diabético se incrementd aun mas,
siendo 5 = 1 veces mayor, p<0.026. Finalmente a la cuarta semana de
hiperglicemia el valor del grupo diabético fue 3.6 £ 0.6 mas elevado, p<0.001 que

el control (Fig.11).
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Fig.11 Expresion relativa del mRNA de COX-1 en corteza renal de los grupos control y
diabéticas de 1, 2 y 4 semanas de hiperglicemia. Los datos fueron normalizados con la
expresion de un gen control (B-actina). Cada punto representa la media + SE, n=20-28 por
grupo, *p< 0.02 vs control.
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8.1.3 Expresion del mMRNA para COX-2 en corteza renal

Semejante a lo que sucede con el mMRNA para COX-1, la hiperglicemia aumento
significativamente el mRNA para COX-2 en las cortezas renales de ratas con 1, 2
y 4 semanas de diabetes. A la semana 1 el valor del mMRNA para COX-2 en el
grupo diabético aumento 3.1 + 0.9 veces, p<0.042 con respecto al control. De la
misma manera, a la semana 2 de diabetes el valor del mMRNA para COX-2 se
incrementd 2.4 £ 0.5 veces, p<0.024 con respecto al grupo control. Finalmente, a
las 4 semanas el valor del grupo diabético fue 3.7 + 1 veces mas grande, p<0.007

que el control (Fig.12).
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Expresion relativa mRNA

Expresion del mRNA de COX-2
en corteza renal
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Fig.12 Expresion relativa del mMRNA de COX-2 en corteza renal de los grupos control y
diabéticas de 1, 2 y 4 semanas de hiperglicemia. Para normalizar los datos se utilizd B-
actina. Cada punto representa la media + SE n=22-28 por grupo,*p< 0.04 vs control.
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8.1.4 Expresion del mRNA para renina

Como podemos observar en la Fig.13, la hiperglicemia produjo un cambio
significativo en la expresion del mRNA para renina en la corteza renal en el grupo
diabético comparado con el grupo control. A la semana 1 el valor del mMRNA para
renina en el grupo diabético fue incrementado 7+1.9 veces p<0.01 comparado con
el grupo control. En contraste, a la semana 2 el valor del grupo diabético
disminuyo a la mitad 0.5+0.1, p<0.005) del valor observado en el control. Para la
semana 4 el valor del grupo diabético fue 2 veces mayor p<0.009 comparado con

el control.
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Fig.13 Expresion relativa del mRNA de renina en corteza renal de los grupos control y
diabéticas de 1, 2 y 4 semanas de hiperglicemia. Cada punto representa la media + SE,

n=20-32 por grupo, *p< 0.005 vs control.
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8.1.5 Efecto de los tratamientos con celecoxib y captopril en ratas controles

y diabéticas

Con base en los resultados anteriores en donde se mostré que la expresion de
MRNA para COX-1, COX-2 y renina aumento de manera significativa a la semana
de la induccién de la hiperglucemia, se decidié dar tratamiento con celecoxib y

captopril durante la primera semana de diabetes.

8.1.6 Efecto de los tratamientos sobre la glucosa sanguinea

La glucosa se midié en sangre de ratas controles y diabéticas observando que los
tratamientos no modificaron la glucemia en los diferentes grupos. Las ratas
diabéticas sin tratamiento asi como las tratadas con celecoxib y captopril
mostraron un incremento en los niveles de glucosa comparadas con el grupo
control (Fig.14). Los tratamientos con captopril o celecoxib no modificaron los

niveles de glucosa en el grupo control ni en el diabético.
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Glucemia en ratas Wistar macho tratadas con
celecoxib y captopril durante 1 semana
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Fig.14 Niveles de glucosa sanguinea en los grupos control y diabéticas con 1 semana de
tratamiento con celecoxib y captorpil. Cada punto representa la media + SE n=8-12 por grupo,
*p< 0.001 vs control.
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8.1.7 Efecto de los tratamientos sobre el indice masa renal

Para ver el efecto de los tratamientos sobre el peso del rifién se calcul6 la masa
renal, obteniendo los siguientes resultados: Grupo control 0.0042+0.000, Grupo
diabéticas 0.0058+0.000, p<0.001, Grupo control + celecoxib 0.004+0.0003, Grupo
diabéticas + celecoxib 0.005+0.0006, Grupo Control + captopril 0.0045+0.0001,
Grupo Diabéticas + captopril 0.0059+0.0003. Los tratamientos con captorpil y
celecoxib no modificaron la masa renal en el grupo control y en el diabético

(Fig.15).
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Fig.15 Indice de masa renal de los grupos control y diabéticas con 1 semana de tratamiento
con celecoxib y captopril. Cada punto representa la media + el error estandar n=8-12 por
grupo, *p< 0.001 vs control.
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8.1.8 Efecto de los tratamientos sobre la expresion del mRNA de COX-1 en
corteza renal

En cuanto a la expresion del mRNA para la COX-1 en corteza renal se observo
diferencia significativa entre el grupo control y el grupo de diabéticos con 1
semana de libre evolucién de la hiperglucemia, mostrando una sobreexpresion en
el caso del grupo diabético. Por otro lado, en los grupos control y diabéticos
tratados con celecoxib asi como en aquellos grupos tratados con captopril
mostraron una notable disminucion de la expresion de la COX-1 pudiendo inferir

que los tratamientos ayudaron a disminuir la expresion del mRNA (Fig.16).
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Fig.16 Expresion relativa del mRNA de COX-1 en la corteza renal de ratas con 1 semana de
tratamiento con celecoxib y captopril. Se midié el mMRNA de los grupos control, diabéticas; control +
tratamiento con celecoxib, diabéticas + tratamiento con celecoxib; control + tratamiento con
captopril y diabéticas + tratamiento con captopril, usando como control B-actina. Cada punto
representa la media + SE n=7-12 por grupo, *p<0.001. vs control, &p<0.005 vs diabéticas.
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8.1.9 Efecto de los tratamientos sobre la expresion del mRNA de COX-2 en
corteza renal

Con relacion a la expresion del mRNA de COX-2, se observo una sobreexpresion
en el caso del grupo diabético. Por otro lado, en los grupos diabéticos tratados con
celecoxib y captopril mostraron una caida muy significativa en la expresion de
MRNA para COX-2 con respecto al diabético sin tratamiento. Esta disminucion fue

menor en los grupos tratados con captopril (Fig.17).
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Fig.17 Expresion relativa del mMRNA de COX-2 en la corteza renal de ratas de ratas con 1 semana
de tratamiento con celecoxib y captopril. Se midié6 el mMRNA de los grupos control, diabéticas;
control + tratamiento con celecoxib, diabéticas + tratamiento con celecoxib; control + tratamiento
con captopril y diabéticas + tratamiento con captopril, usando como control B-actina. Cada punto
representa la media £ SE n=7-12 por grupo, *p< 0.001 vs control, &p<0.005 vs diabéticas.
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8.2 Efecto de los tratamientos sobre la expresiéon del mRNA de renina en
corteza renal

En el caso del mMRNA para Renina los datos mostraron un comportamiento similar
a la COX-2, ya que la expresion de gen de renina se incremento significativamente
en el grupo diabético y el tratamiento con celecoxib y captopril disminuyeron
notablemente la expresion de renina en la rata diabética, siendo mas importante

este efecto en el grupo con celecoxib (Fig.18).
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Fig.18 Expresion relativa del mRNA de Renina en la corteza renal de ratas con 1 semana de
tratamiento con celecoxib y captopril. Se midi6 el mRNA de los grupos control, diabéticas;
control + tratamiento con celecoxib, diabéticas + tratamiento con celecoxib; control + tratamiento
con captopril y diabéticas + tratamiento con captopril, usando como control -actina. Cada
punto representa la media + SE n=8-11, *p< 0.001 vs control, &p<0.005 vs diabéticas.
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IX. Discusion

En este trabajo se encontrd que los rifiones de ratas diabéticas fueron dos veces
mas pesados comparados con los de ratas normales, sugiriendo la presencia de
alteraciones estructurales renales a partir de etapas tempranas de la
hiperglicemia. Nuestros resultados coinciden con los de Thomson y col., 2001
quienes encontraron que en estadios tempranos de la diabetes, se produce
hipertrofia tubular proximal. Vallon y Thomson en 2012, reportaron que la
reabsorcion de iones y metabolitos en el tdbulo proximal aumenta con la
hiperglicemia debido a la una mayor filtracion de la glucosa, lo que aumenta la
reabsorcion de glucosa y Na* a través del co-transportador sodio-glucosa. En
conjunto, estos resultados sugieren que desde etapas muy tempranas de la
diabetes se presentan alteraciones funcionales y estructurales en el rifidn por

efecto de la hiperglucemia.

En este sentido nosotros encontramos que en la primera semana con
hiperglicemia se presentd una sobreexpresion del mMRNA para COX-1, COX-2 y
renina, indicando que dichas vias enzimaticas podrian estar actuando en conjunto
en el desarrollo del dafio renal en etapas tempranas de la diabetes. Se ha
demostrado que las MAP cinasas regulan la expresion de la COX-2 en respuesta
a citocinas o a la activacion de factores de crecimiento las cuales son moléculas

liberadas en la diabetes mellitus.
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La sobreexpresion de la COX-2 en ratas con diabetes, sugiere que se podria
estar produciendo una mayor cantidad de prostaglandinas como la prostaciclina y
como consecuencia la activacion del SRA, que puede ocasionar dafios a largo

plazo a la microvasculatura del rifidon y desencadenar ND.

La sobreexpresion de COX-1 puede ser explicada con el trabajo de Perrone en
2010 donde menciona que bajo condiciones fisioldgicas, PGI, es el prostanoide
gue se produce y libera en mayor cantidad por las células endoteliales mediando
algunos efectos protectores en la pared vascular incluyendo la relajacion y la
inhibicion de la agregacion plaquetaria y su adhesion.

Bajo condiciones patoldgicas como la diabetes, la cual se asocia con inflamacion,
se ha visto que la PGIl, disminuye y aumenta la liberacién de sustancias
vasoconstrictoras derivadas de las COXs como el TXA,, provocando un
desbalance en la regulacion del tono vascular conocido como disfuncién
endotelial.

Los cambios en la expresion renal de estas enzimas, dependen del tiempo de
exposicion a la hiperglicemia ya que a la segunda semana disminuye la expresiéon
de renina mientras que ambas COXs se mantienen aumentadas. Por Ultimo en la
cuarta semana de hiperglicemia, vuelve a aumentar la expresion de ambas COXs
asi como de renina, sugiriendo que diferentes mecanismos regulan la expresion

renal de las COXs y renina en la diabetes mellitus.
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Por ejemplo, en el caso de la renina su secrecidon a partir de las células
yuxtaglomerulares esta controlada por tres vias: a nivel local por la macula densa
y la adenosina , la primera por un cambio en la reabsorcién de NaCl resultando en
la transmision de sefales quimicas hacia las células yuxtaglomerulares es decir a
mayor cantidad de NaCl menor liberacion de renina y viceversa ; ahora bien, la
adenosina al aumentar su actividad por el aumento de NaCl disminuye la
liuberacion de renina y una tercera que funciona en todo el sistema nervioso
central y que esta mediada por la liberacion de noradrenalina a partir de nervios
noradrenergicos renales.

Esta enzima, limitante en la activacion del sistema renina angiotensina, y los
cambios en su liberacion estan frecuentemente acompafados por fluctuaciones
paralelas de las concentraciones de Ang Il circulantes (Castrop, 2013). Es por ello
gue un aumento en la expresion de la renina ocasiona una mayor liberacion de la
Ang Il y por lo tanto un aumento en los efectos negativos de este autacoide.

En el rindn las prostaglandinas influyen en la excrecion de sodio y agua, al alterar
el flujo sanguineo que reciben y por efecto directo en los tdbulos renales. Por otro
lado la PGE, y la PGIl, aumentan el flujo de sangre por las arterias renales,
estimulan la diuresis, la natriuresis y la caliuresis. Por su parte el tromboxano
disminuye el paso de sangre por los rifiones y la filtracion glomerular, también
participa en la retroalimentacion tubuloglomerular, la PGE; inhibe la reabsorcion
de agua inducida por la hormona antidiurética (ADH), la reabsorcion de cloruro en

la porcion ascendente del asa gruesa de Henle.
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Por ultimo las PGs |,, E, y D, estimulan la secrecion de renina por la corteza

renal, por efecto directo en las células yuxtaglomerulares.

Este trabajo se apoya con lo reportado por Komers en 2001, quien menciona que
en etapas tempranas de la nefropatia diabética, prostaglandinas vasodilatadoras
como la PGE, y la prostaciclina (PGIl,) participan en las alteraciones de la

hemodinamica renal en humanos con diabetes tipo 1.

Chen y colaboradores, en 2009 también demostraron que los niveles de COX-2 se
incrementaron significativamente en ratas diabéticas comparadas con el grupo
control y que la cantidad de PGE; plasmatica se incrementd significativamente en
sujetos diabéticos.

Por otra parte, los tratamientos no influyeron en el establecimiento de la diabetes
mellitus con STZ al mostrarse un aumento en los niveles de glucosa en sangre de

los animales diabéticos.

Muchos estudios han demostrado que la expresion de COX-2 se incrementa
durante el dafio renal. Durante la ND se han descrito muchos cambios
intrarrenales, incluyendo un aumento en la produccién de Ang Il, hipertension
glomerular e inflamacion tubular renal. Muchos de estos mecanismos pueden ser
los responsables de la regulacion a la alza de la expresion del mMRNA de COX-2

(Rios y col., 2012).
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De acuerdo a los resultados que se presentaron con los tratamientos, durante una
semana, se demostrO que hay una relacion entre las cicloxigenasa-2 y la
activacion del sistema renina angiotensina en las primeras etapas de la evolucion
de la DM ya que al utilizar inhibidores selectivos de la actividad de COX-2
disminuy6 el mRNA de renina. De acuerdo con los resultados de Fogo, 2007, la
inhibicion selectiva de COX-2 disminuye la actividad plasmatica de renina en un
65% sugiriendo una interaccion de regulacion de COX-2 y Ang Il en el control de la

liberacién de renina.

El tratamiento con celecoxib disminuyé la expresion del mRNA tanto de COX-1
como de COX-2, sugiriendo un mecanismo de retroalimentacion negativa de los
metabolitos de la COX-2 sobre la expresion de la COX-1 y COX-2. Rimon y col.,
2010 hicieron estudios en los cuales demostraron que celecoxib es un inhibidor
competitivo reversible, selectivo para COX-2.

Al inhibir la enzima convertidora de angiotensina (ECA) con el farmaco captopril,
se observd una disminucion significativa en el mMRNA de COX-1, COX-2 y renina
en ratas diabéticas comparadas con su control, sugiriendo que este tratamiento
tiene un efecto protector ya que disminuyd la expresion de estas tres enzimas
durante etapas tempranas de la evolucion de la DM tipo 1 al disminuir los dafios
provocados por las COXs y Ang Il.

Sabemos que esta enzima es responsable de la formacion de Ang Il la cual puede
modular la produccion de renina, por la inhibicion directa de la expresion de esta
enzima (Zhang y col., 2006) asi pues, al inhibir a la Ang Il, se disminuyen los

efectos que provoca, que incluyen diferenciacién celular y proliferacién, hipertrofia
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renal y apoptosis, vasoconstriccion y mayor reabsorcion tubular renal de sodio y
reabsorcion de agua, lo que explica los efectos reno protectores en diferentes

patologias de este grupo de farmaco.
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X. Conclusiones

1.- De acuerdo a los datos obtenidos, el indice de masa renal se ve incrementado
por la hiperglicemia a partir de la primera semana de la diabetes mellitus tipo 1,
sugiriendo que este parametro podria ser un marcador temprano de dafio a nivel

renal.

2.- La hiperglicemia produce la sobreexpresion de COX-1 y COX-2 en corteza
renal a partir de la primer semana lo que podria contribuir con el dafio a nivel
renal provocado por la diabetes mellitus tipol. La expresion de renina depende del
tiempo a la exposicidbn de la hiperglicemia ya que se encontr6 aumentada o

disminuida.

3.- El tratamiento con celecoxib o captopril disminuyeron la expresion para COX-1,
COX-2 y renina en el animal diabético, mientras, que en el animal normal los

tratamientos no modificaron la expresion del mMRNA para estas enzimas.

4 .- De acuerdo con los resultados obtenidos con el tratamiento con celecoxib, la
COX-2 esta relacionada con la activacion del sistema renina angiotensina en ratas

con una semana de Diabetes mellitus tipo 1.

5.- El tratamiento con captopril previno la sobreexpresion de COX-1, COX-2 y

renina en la rata diabética.
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