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1. RESUMEN.

La hipertension arterial (HTA) es una enfermedad muy comun, con un impacto importante en la
salud publica debido a complicaciones como el dafio vascular y renal. Entre los modelos de estudio
utilizados para estudiar esta enfermedad se encuentra la cepa de ratas espontaneamente
hipertensas (SHR, por sus siglas en inglés), que presenta HTA primaria y alteraciones renales desde
edades tempranas. Entre los mecanismos encargados de regular la presion arterial de manera
normal y en condiciones patoldgicas, se encuentran el sistema ciclooxigenasas-prostanoides y el
sistema renina-angiotensina (SRA). La ciclooxigenasa (COX) es una enzima responsable de la
regulacidon de los sistemas renal y cardiovascular a través de la formacion de prostanoides y de su
influencia sobre el SRA, el cual tiene un papel crucial en el control de la presidn sanguinea sistémica.
Se ha descrito la participacion del SRA y las COXs en alteraciones morfoldgicas y funcionales en el
rifidn asociadas con la hipertension arterial en varios modelos animales. En este trabajo se estudio
el papel de COX-2 y de los diferentes componentes del SRA en las alteraciones morfolégicas y
funcionales renales, durante el inicio y establecimiento de la hipertension arterial primaria. En las
SHR vy sus controles normotensos WKY, se determinaron las alteraciones renales asociadas con el
desarrollo de la HTA y la participacion de COX-2 y renina a las 6 semanas de edad, cuando las SHR
aun son normotensas y a las 12 semanas de edad, cuando la HTA se esta estableciendo. La
participacién de COX-2 se evalué mediante la inhibicién de COX-2 con el farmaco celecoxib y la
participacién de SRA se evalué inhibiendo a la enzima convertidora de angiotensina (ECA), con el
inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (iECA), el fdrmaco captopril. A las ratas se les
midid la presion arterial sistdlica en estado consciente por pletismografia no invasiva, la funcion
renal se evalué mediante la cuantificacidon de urea y creatinina en plasma. Se evaluaron alteraciones
en la estructura renal mediante el andlisis de cortes histolégicos con tinciones generales y tinciones
especificas. Se realizé la deteccidon de COX-2 por inmunofluorescencia y la de reninay el receptor de
renina prorrenina (PRR) por inmunohistoquimica y se evaluaron diferencias en la localizacidn de las
proteinas. En una segunda parte se realizd la administracidon de celecoxib y captopril a ratas WKY y
SHR desde la semana 4 hasta la semana 12 para evaluar el efecto de los farmacos en la presién

arterial y la morfologia renal.



En este estudio las SHR de 6 semanas de edad no mostraron diferencia en los niveles de presion
arterial respecto a la cepa WKY manteniéndose en el rango normal, sin embargo a nivel renal
mostraron cambios morfoldgicos como, el incremento en el drea glomerular, acumulacién de matriz
extracelular, hiperplasia de células mesangiales y células epiteliales tubulares, engrosamiento de la
membrana basal glomerular e hipertrofia vascular. Ademds se demostré una mayor
inmunolocalizacion y expresion de COX-2 en la corteza renal de la cepa SHR. No se observaron
cambios en la inmunolocalizacion de renina; sin embargo, la expresién de renina inmadura se
incrementd mientras que la cantidad de renina madura disminuyd en la corteza renal de las SHR. La
proteina de PRR fue detectada principalmente en células epiteliales tubulares en ambas cepas, pero
la inmunolocalizacién de este receptor parece estar incrementada en los glomérulos de las SHR.
Estos cambios se asociaron con incremento en los niveles de Ang Il y disminucion de la Ang (1-7),
sin embargo en esta edad, no se encontré evidencia de alteraciones en la funcién renal al evaluar
los niveles plasmaticos de urea y creatinina. A las 12 semanas de edad, la presion arterial de las SHR
aumento significativamente con respecto a la cepa WKY; la inhibicion de la ECA con captopril
prevind este aumento, pero no asi, la inhibicion de COX-2 con celecoxib. La inhibicién de la COX-2
contribuyd a la normalizacidn del area de los glomérulos y en el grosor de la membrana basal
glomerular, mientras que la inhibicién de la ECA no modificé dichas alteraciones estructurales. En
este trabajo mostramos evidencia de alteraciones morfoldgicas en la corteza renal de SHR en una
edad prehipertensa, sobreactivacion de SRAy aumento en la expresidon de COX-2. Se demostré que
la COX-2 participa en las alteraciones glomerulares presentes en las SHR, pero no en el aumento de
la presidn sanguinea, mientras que la Ang Il esta involucrada en el aumento de la presion sanguinea
en esta cepa, pero no en las alteraciones glomerulares. Sin embargo no se descarta la participacién
de otros componentes del SRA en el desarrollo de las alteraciones renales encontradas, por lo que
es necesario realizar mas estudios para conocer los factores que contribuyen al desarrollo de la HTA

en la cepa SHR.



1.1 ABSTRACT.

Arterial hypertension (HTN) is a very common disease, with a significant impact on public health due
to complications such as vascular and kidney damage. The spontaneously hypertensive rat strain
(SHR) is a model of hypertension which presents primary hypertension and kidney disorders from
an early age. There are different mechanisms responsible for regulating blood pressure in normal
and in pathological conditions, as the cyclooxygenase-prostanoid system and the renin-angiotensin
system (RAS). Cyclooxygenase (COX) is an enzyme responsible for the regulation of the renal and
cardiovascular systems through the formation of prostanoids and its influence on the RAS, which
has a crucial role in the control of systemic blood pressure. The participation of the RAS and COXs
in morphological and functional alterations in the kidney associated with arterial hypertension has
been described in several animal models. In this work, the role of COX-2 and RAS components in
renal morphological and functional alterations was studied, during the onset and establishment of
primary arterial hypertension. In the SHR and their normotensive WKY controls, were determined
the renal alterations associated with the development of hypertension and the role of COX-2 and
renin at 6 weeks old, when the SHRs are still normotensive, and at 12 weeks old, when HTA is being
established. The participation of COX-2 was evaluated by inhibiting COX-2 with the drug celecoxib
and the participation of RAS was evaluated by inhibiting the angiotensin-converting enzyme (ACE),
with the angiotensin-converting enzyme inhibitor (ACEi), the drug captopril. Systolic blood pressure
was measured in rats by non-invasive plethysmography and renal function was assessed by
quantification of plasma urea and creatinine. Alterations in renal structure were evaluated by
analyzing histological sections with general and specific stains. COX-2 and renin detection was
performed by immunofluorescence and prorenin renin receptor (PRR) by immunohistochemistry
and differences in protein expression were evaluated by Western Blot. In a second scheme,
celecoxib and captopril were administered to WKY and SHR rats from 4 to 12 weeks old to evaluate
the effect of the drugs on blood pressure and renal morphology.

In this study, 6 weeks old SHR group showed no difference in blood pressure levels compared to the
WKY strain, remaining within the normal range; however, they showed morphological changes such
as an increase in the glomerular area, matrix accumulation extracellular, hyperplasia of mesangial

cells and tubular epithelial cells, thickening of the glomerular basement membrane and vascular



hypertrophy. In addition, a greater immunolocalization and expression of COX-2 in the renal cortex
of the SHR strain was demonstrated. No changes in renin immunolocalization were observed;
however, the expression of immature renin increased while the amount of mature renin decreased
in the renal cortex of SHRs. The PRR protein was detected mainly in tubular epithelial cells in both
strains, but the immunolocalization of this receptor seems to be increased in the glomeruli of SHR.
These changes were associated with increased levels of Ang Il and decreased Ang (1-7), however at
this age, no evidence of changes in renal function was found when evaluating plasma levels of urea
and creatinine. At 12 weeks old, the blood pressure of the SHRs was significantly increased relative
to the WKY strain; ACE inhibition with captopril prevented this increase, but COX-2 inhibition with
celecoxib did not. COX-2 inhibition contributed to normalization of glomerular area and glomerular
basement membrane thickness, while ACE inhibition did not modify these structural alterations. In
this work we show evidence of morphological alterations in the renal cortex of SHR in a
prehypertensive age, overactivation of SRA and increased expression of COX-2. COX-2 was shown
to participate in the glomerular alterations present in SHR, but not in the increase in blood pressure,
while Ang Il is involved in the increase in blood pressure in this strain, but not in the glomerular
alterations. However, the participation of other components of the RAS in the development of the
renal alterations found is not ruled out, so it is necessary to carry out more studies to know the

factors that contribute to the development of HTN in the SHR strain.



2. INTRODUCCION.

La presidn arterial elevada o hipertension arterial (HTA) es una enfermedad crdénica, con un impacto
importante en la salud publica debido a las complicaciones asociadas a este padecimiento. La HTA
es una enfermedad que se caracteriza por la elevacidn persistente de la presion arterial sistémica.
El diagndstico de esta patologia se establece cuando la presidn arterial sistélica es superior o igual

a 140 mm Hg y/o la presidn arterial diastdlica es superior o igual a 90 mm Hg (Guyton, 2019).

La HTA causa dafio a distintos niveles; sus principales complicaciones son el accidente vascular
cerebral, la retinopatia hipertensiva, el dafio vascular, que puede conducir a arteriosclerosis o a
diseccién de la aorta, la insuficiencia cardiaca, el infarto de miocardio y, a nivel renal, la insuficiencia

renal secundaria a la hipertension arterial (Vazquez Vigoa, 2009).

Esta patologia se clasifica en hipertensiéon primaria (esencial), cuando es originada por factores
genéticos y ambientales no especificos e hipertensidn secundaria cuando se conocen las causas que
la originan. El 90-95 % del total de casos de HTA es de tipo primaria, mientras que solo el 5-10% de

las pacientes padecen hipertensién secundaria (Diez Martinez, 2009).

La etiologia de la HTA puede entenderse a partir de los factores que participan en la regulacién de

la presidn arterial en condiciones normales.

2.1 Regulacion de la presion arterial.

La presion arterial es resultado de dos procesos fisioldgicos, uno cardiaco (el volumen minuto o
gasto cardiaco [GC]) y otro vascular (las resistencias periféricas totales [RVT]), de manera que la
modificacion de cualquiera de estos procesos produce cambios en la presién arterial. El GCy RVT
son procesos multi-regulados en los que intervienen el sistema nervioso auténomo, los centros
bulbares y de la protuberancia, asi como factores humorales hormonales, moléculas vasoactivas de
accidén local y sistémica y de manera importante la funcidn del rifidn. Cada uno de estos sistemas

reguladores actua a través de diferentes mecanismos, forma y periodos temporales, sin embargo,



todos en conjunto y de manera integrada participan en el mantenimiento de la homeostasis de la

presién arterial (Lahera y Diaz, 2009).

2.2 Fisiologia renal.

El sistema renal esta formado por los rifiones, los uréteres y la uretra. En total, el sistema renal filtra
aproximadamente 200 L de plasma al dia desde el flujo sanguineo renal, lo que permite que las
toxinas, productos de desecho metabdlico y el exceso de iones sean excretados, mientras que
mantienen sustancias esenciales en la sangre. El sistema renal regula la osmolaridad del plasma al
modular la cantidad de agua, los solutos y electrolitos en la sangre y asegura a largo plazo el balance
acido-base. Otra de las funciones del sistema renal es la produccién de eritropoyetina que estimula
la produccion de eritrocitos, produce renina para la regulacidn de la presién sanguinea y es

responsable de la conversién de la vitamina D a su forma activa (Ogobuiro y Tuma, 2022).

La unidad estructural y funcional de los rifiones son las nefronas. En en cada rifidn hay alrededor de
dos millones de nefronas, cada una estd compuesta por: un corpusculo renal formado por el
glomérulo de Malpighi y la capsula de Bowman, el tubulo contorneado proximal, el asa de Henle, y

el tubulo contorneado distal. Las nefronas desembocan en los tubulos colectores (Guyton, 2019).

El glomérulo es una densa red de capilares arteriosos (Esquema 1). El capilar que llega al glomérulo
se denomina arteria aferente, mientras que el que sale, arteria eferente. Al ser la arteria eferente
de menor calibre que la aferente, la sangre por la presidon generada se filtra a través de las paredes

de los capilares que trabajan a modo de un filtro (Guyton, 2019).
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Esquema 1. Detalles estructurales del glomérulo. Corte a través del polo vascular, se muestran las asas

capilares y el aparato yuxtaglomerular (Tomado de Guyton, 2019).

La filtracion glomerular es el proceso inicial en la produccién de orina, es un proceso pasivo en el
gue la presidon hidrostatica empuja el fluido y los solutos a través de una membrana sin
requerimiento de energia. La membrana de filtracidn tiene 3 capas: un endotelio fenestrado de los
capilares glomerulares que permite el paso de los componentes de la sangre excepto las células, la
membrana basal que estd cargada negativamente y actia como una barrera fisica que previene el
paso de las proteinas y los pedicelos de los podocitos que crean una filtracién mas selectiva. La
presion hidrostatica en los capilares glomerulares es la principal fuerza de filtracién con una presién

de 55 mmHg (Ogobuiro y Tuma, 2022).

La tasa de filtracién glomerular (TFG) es el volumen de fluido filtrado por minuto y depende de la
presion de filtracion neta, del area total de la superficie de filtracion disponible y de la permeabilidad
de la membrana de filtracidn. La TFG normal se encuentra entre 120 y 125 ml/min y esta regulada
a través de un mecanismo miogénico y a través de un mecanismo de retroalimentacién tubulo

glomerular. El mecanismo miogénico regula la TFG contrayendo la arteriola aferente cuando el



musculo liso vascular se estira por un aumento de la presion sanguinea y dilata el musculo liso

vascular cuando la presidn es baja para permitir el paso de un mayor voliumen de sangre.

El mecanismo de retroalimientacion tubulo glomerular regula la TFG al detectar la cantidad de NaCl
dentro de los tubulos. Las células de la macula densa son un sensor del NaCl alrededor del tubulo
contorneado distal de la nefrona. Cuando la presidn sanguinea aumenta, también aumenta la TFG
esto disminuye el tiempo de reabsorcién del sodio y por lo tanto la concentracion de sodio es alta
en los tubulos, la macula densa detecta este aumento y libera vasoconstrictores que contraen al
arteriola aferente y disminuyen el flujo sanguineo. En el caso contrario en el que la presién
sanguinea es baja, el sodio se reabsorbe en mayor cantidad causando que disminuya su
concentracion en los tubulos y la macula densa no libera sustancias vasoconstrictoras (Ogobuiro y

Tuma, 2022).

El control extrinseco mantiene la TFG y también mantiene la presion sanguinea sistémica a través
del sistema nervioso simpatico y del sistema renina-angiotensina-aldosterona. Cuando el volumen
del fluido extracelular disminuye excesivamente la norepinefrina y la epinefrina se liberan vy
producen vasoconstriccion, lo que ocasiona la disminucién del flujo sanguineo hacia el rifidn y la

disminucion de la TFG.

La activacion del SRA se presenta cuando la presidn sanguinea disminuye y se lleva a cabo a través
de 3 mecanismos principales. El primero es la activacidn del receptor beta 1 adrenérgico que causa
la liberacidn de la renina de las células yuxtaglomerulares del rifién. El segundo mecanismo es el de
las células de la mdcula densa que promueven la liberacién de renina de las células
yuxtaglomerulares cuando detectan la caida de la concentracién de NaCl durante la disminucion del
flujo sanguineo hacia el rifidn. El mecanismo que utiliza la macula densa, ocurre por medio de la
liberacion de las prostanglandinas E; e I, productos de la COX-2. El tercer mecanismo es el
estiramiento de los baroreceptores presentes alrededor de las células yuxtaglomerulares que
detectan una disminucion en la tensidn durante la disminucién del flujo sanguineo hacia el rifidn y
también activan la liberacidn de la renina regulando asi la filtracion glomerular (Ogobuiro y Tuma,

2022).



2.2.1 Reabsorcion tubular.

Los cuatro segmentos tubulares de la nefrona tienen propiedades absortivas Unicas (Esquema 2). El
primer segmento es él tubulo contorneado proximal en este fragmento las células tienen la mayor
capacidad absortiva, en circunstancias normales el tubulo contorneado proximal reabsorbe toda la
glucosa y los aminodcidos, asi como el 65% de sodio y agua. El sodio se reabsorbe mediante un
transporte activo primario a través de una bomba basolateral Na*-K*. En este fragmento la glucosa,
los aminoacidos y las vitaminas se reabsorben mediante un transporte activo secundario con Na*y
un gradiente electroquimico. El agua es reabsorbida por ésmosis y depende de la reabsorcién de
otros solutos. También se reabsorben solutos liposolubles y urea mediante difusion pasiva

(Ogobuiro y Tuma, 2022).

Arteriola Tabulo Tubulo

eferente  proximal colector
cortical

MEDULA

EXTERIOR

MEDULA j— Vena
INTERIOR arciforme

Asa de Henle
descendente o fina

Esquema 2. Diagrama de una nefrona yuxtamedular. Se muestran los principales componentes de la nefrona

y la circulacion renal (Tomado de Hemstreet, 2001).



El filtrado no absorbido en el tubulo préximal se mueve hacia el asa de Henle. Esta region se divide
funcionalmente en una region descendente y un ascendente. En la porcién descendente se
reabsorbe el agua por un mecanismo de dsmosis, este proceso es posible por la abundancia de
aquaporinas en esta region, pero no hay reabsorcion de solutos en esta parte. Sin embargo en la
regidon ascendente en el en el segmento delgado, el sodio se mueve por un mecanismo pasivo a
favor de su gradiente de concentracién y también el sodio, el potasio y los cloruros son reabsorbidos
juntos a través de un mecanismo simporte en la porcidn gruesa ascendente. La presencia de una
bomba Na-K-ATPasa en la membrana basolateral mantiene este simporte funcional al crear un
gradiente ionico. En la porcidon ascendente también se lleva a cabo la reabsorcién de calcio y
magnesio por un mecanismo de difusién pasiva paracelular que depende del gradiente

electroquimico. En la porcion ascendente no se reabsorbe agua (Ogobuiro y Tuma, 2022).

El siguiente fragmento tubular de la nefrona, corresponde al tubulo contorneado distal. En esta
porcidén se lleva a cabo un transporte activo primario de sodio en la membrana basolateral y un
transporte activo secundario en la membrana apical por un mecanismo simporte Na*-Cl" y por
canales, este proceso es regulado por aldosterona en la porcidn distal y también hay reabsorcién de
calcio por una captura pasiva controlado por la hormona paratiroidea. La aldosterona tiene como
blanco las células de la porcidn distal causando sintesis de canales sodio y potasio asi como la sintesis

de la Na*-K*-ATPasa.

En el tubulo colector ocurre la ultima etapa de la reabsorcién. En esta parte se lleva a cabo un
transporte activo primario de sodio en la membrana basolateral y también un transporte activo
secundario en la membrana apical mediante un simporte Na*-Cl" y canales regulados por
aldosterona (Ogobuiro y Tuma, 2022). Una vez que la produccidn de orina se ha completado, es

transportada hacia los uréteres para su almacenaje en la vejiga (Ogobuiro y Tuma, 2022).

2.2.2 Inervacion renal.

El rifdn se conecta al sistema nervioso a través de los nervios renales. Los nervios contienen muchas

fibras eferentes simpdticas y unas cuantas fibras aferentes. La inervacion preganglionar simpatica
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proviene casi completamente de los segmentos toracicos inferiores y lumbares superiores de la
médula espinal. Los cuerpos celulares de las neuronas posganglionares se ubican en la cadena
ganglionar simpatica, en el ganglio mesentérico superior y a lo largo de la arteria renal. Las fibras
simpaticas se distribuyen principalmente en las arteriolas aferentes y eferentes, en los tubulos
proximales y distales y en las células yuxtaglomerulares. Ademds, hay una densa inervacion

noradrenérgica en el segmento grueso de la rama ascendente del asa de Henle (Guyton, 2019).

2.3 Participacion del rifndn en la regulacion de la presion arterial.

De todos los sistemas que contribuyen a la regulacion de la presion arterial, aquellos implicados en
la funcion renal tienen una importancia especial, lo que llevo al fisidlogo Arthur Guyton a exponer
gue la HTA se debe predominantemente a alteraciones en este 6rgano (Guyton, 1987), sin embargo
Guyton también establecié que otros factores como el incremento en el tono simpatico, cambios
en la concentracion de hormonas circulantes como: la aldosterona, la vasopresina o el péptido
natriurético auricular, asi como, cambios en los niveles de electrolitos pueden modificar la funcién

renal (Harrison 2013; Cowley, 2006).

Las acciones del rifidn sobre la presion arterial se ejercen mediante dos mecanismos principales: la
regulacién del contenido liquido del organismo y la produccién de sustancias vasoactivas con
efectos locales y sistémicos. La integracion del rifiédn con el sistema vascular en un mecanismo
sistémico de regulacién del contenido de agua y sal del organismo, implica una respuesta renal a los
cambios sistémicos, asi como a las acciones del rifidn sobre la hemodinamica general y el llenado
vascular. Ambos sistemas renal y circulatorio, se retroalimentan y estan estrechamente

relacionados por lo que no pueden considerarse de manera aislada (Lahera y Diaz, 2009).

El aparato circulatorio es un sistema cerrado con un sector aferente arterial de alta presion y alta
resistencia y un sector eferente venoso, de baja presién y alta capacitancia (relativos al corazén).
(Lahera y Diaz, 2009). La Unica via de salida de liquidos del organismo estrictamente regulable es la
formacidn de orina. El tejido renal esta integrado dentro de la circulacion arterial como un circuito

de muy baja resistencia. Esto determina que a pesar de su escaso peso, el rifidn reciba un aporte

11



sanguineo elevado, equivalente al 20% del gasto cardiaco, lo que constituye el flujo por gramo de
tejido mas alto del organismo. Este flujo garantiza un maximo acceso de moléculas a depurar, asi
como un margen amplio para la regulacién de volumen y el control de la presidn arterial (Lahera 'y

Diaz, 2009).

Ante un aumento de la presidn arterial, el rifidn responde aumentando la excrecion de sodio y agua
mediante el llamado mecanismo de natriuresis y diuresis de presidn, lo que hace que la presion
arterial regrese paulatinamente a sus valores normales. Este fendmeno se produce sin cambios en
el filtrado glomerular ni en el flujo sanguineo renal, por lo que se puede concluir que el incremento
de la presion arterial determina un descenso de la reabsorcion tubular de sodio (Lahera y Diaz,
2009). La natriuresis de presion se considera el punto clave de la regulacion del volumen liquido
total del organismo, de manera que una de las hipdtesis de la patogénesis de la HTA propone un
cambio en la eficacia de este proceso, que determina una disminucidn en la respuesta natriurética

ante el aumento de la presién arterial (Lahera y Diaz, 2009).

La médula renal es la estructura anatémica donde se desarrolla la natriuresis por presidon. Mientras
que el flujo sanguineo cortical posee un alto grado de autorregulacion y puede mantenerse
constante dentro de un intervalo amplio de presiones de perfusion, el flujo sanguineo medular
aumenta alrededor de un 5-10% cuando la presién de perfusién aumenta desde 80 a 160 mmHg. En
estas circunstancias, se produce también un incremento de la presidn en los vasos rectos modulares
y una elevacién en la presién hidrostatica del intersticio medular, lo que determina un cambio
funcional hacia un estado pro-natriurético. Esta vision de la organizacién renal vincula a las areas
corticales con el mantenimiento de la funcidon depuradoray a las zonas medulares con el control del
volumen liquido. Los estudios bioquimicos han demostrado, ademas, que la expresioén y actividad
enzimatica de la sintasa de éxido nitrico (NOS), en sus tres isoformas, es considerablemente mayor
en la médula que en la corteza renal, con particular intensidad a nivel de los tubulos colectores de
la médula interna. Este hecho tiene relacion directa con la regulacion del flujo sanguineo medular y

de la excrecién de sodio y agua.

12



2.4 Alteraciones renales en la HTA.

La HTA constituye la segunda causa de enfermedad renal crénica (ERC), superada Unicamente por
la diabetes mellitus (DM), de manera que el 29 % de los pacientes que llegan a enfermedad renal
terminal son provocados por HTA (Vazquez Vigoa, 2009. El aumento de la presién arterial (PA)
sistémica se asocia a un mayor riesgo de enfermedad renal debido su transmisién hacia la nefrona
que es la unidad estructural y funcional del rifidn. El aumento de la presidn arterial sistémica, ya sea
sistdlica o diastélica, puede ocasionar alteraciones en la funcidn de arterias de bajo calibre como

son los capilares glomerulares en el rifidn (Wolley y Stowasser, 2016; Hultstrom, 2012).

La presion glomerular capilar depende del equilibrio de las presiones preglomerulares y
postglomerulares y el individuo hipertenso responde con una vasoconstriccion aferente de defensa
ante un aumento de la PA para impedir que esta se transmita al glomérulo, pero este mecanismo
se agota con el tiempo, lo cual permite se eleve la presidn capilar glomerular y el rifidn quede
expuesto a su efecto nocivo. En una persona hipertensa, la funcién renal se puede ver afectada por
nefroangioesclerosis y por dafio tubulointersticial secundario a la vasoconstriccion aferente

(Vazquez Vigoa, 2009).

El rifdn al ser altamente vascularizado es uno de los principales drganos blanco de la HTA. Las
alteraciones renales ocasionadas por la hipertension arterial primaria implican enfermedades
vasculares como la nefroangiosclerosis, nefrosclerosis o nefropatia hipertensiva, asi como hialinosis
con dafio glomerular. Ademas, recientemente varios estudios demuestran que la HTA también
ocasiona alteraciones en las células tubulares induciendo la transicion epitelio mesénquima vy
fibrosis tubulo-intersticial. A nivel glomerular se reporta el aplanamiento y la pérdida de podocitos
que ocasiona la pérdida de la integridad de la barrera de filtracién y adhesiones focales de los
capilares hacia la capsula de Bowman, lo que conduce a fibrosis y por lo tanto a la reduccién del

area de filtracién glomerular (Seccia y cols., 2017).

Las alteraciones vasculares en la HTA producen un aumento en la vasoconstriccién de arterias

renales de bajo calibre, isquemia glomerular (retraccién del ovillo con esclerosis focal o global) y en

13



algunas zonas, fibrosis intersticial y atrofia tubular (Marin R y cols., 2010; Querfeld y cols., 2020).
Otros autores, sefialan que la hialinizacién de las arteriolas aferentes provoca inicialmente
vasodilatacidn, hipertrofia glomerulary a largo plazo glomerulosclerosis lo que favorece la aparicién

de proteinuria y la progresién de la enfermedad (Marin Ry cols., 2010).

2.4.1 Daiio glomerular secundario a la HTA.

Se ha descrito un amplio espectro de lesiones glomerulares en la hipertensién. Los lados opuestos
de las alteraciones incluyen glomérulos pequefios y esclerdticos inducidos por aterosclerosis e
isquemia y por otro lado glomérulos grandes incrustados con matriz extracelular asociados a
glomerulosclerosis focal segmental. Otros patrones de glomerulopatia hipertensiva son glomérulos
con el penacho glomerular colapsado totalmente o parcialmente y la acumulacién de material
extracelular en el espacio de Bowman. Glomérulos con el penacho glomerular expandido
completamente reemplazado por colagena y glomérulos con adhesiones capsulares, cicatrices

segmentales e hialinosis.

Cualquier cambio que implica a los vasos de pequeiio calibre se traduce en alteraciones en la
estructura del glomérulo. El adelgazamiento de la arteriola aferente en la hipertensién ocasiona
isquemia parcial del penacho glomerular que se vuelve mas pequeiio y gradualmente reduce su
superficie de filtracion, sin embargo, la hiperfiltracion y la hipertrofia de las nefronas sanas permiten
que el rifidn siga funcionando. Cuando la hialinosis es la principal alteracion que afecta a la arteriola
aferente en la hipertension, los glomérulos se hipertrofian con aumento de tamafio del penacho
glomerular y oclusién de los capilares por material hialino que ocasiona la acumulacién de matriz

extracelular periglomerular y glomerulosclerosis focal segmental (Seccia y cols., 2017)

La hipertensidon ejerce una accion directa sobre las estructuras glomerulares, activando Ia
sefializacion de respuestas adaptativas en las células endoteliales glomerulares, en las células
mesangiales y principalmente en los podocitos, como son contraccion, aumento de la actividad

transcripcional (de proteinas de matriz extracelular como la osteopontina y de las integrinas Va, f1
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y B3), proliferaciéon, engrosamiento de la membrana basal y fibrosis intersticial (Endlich, 2012;

Kitching y Hutton, 2016).

De acuerdo con numerosos estudios, la fibrosis intersticial y glomerular es la alteracidon patoldgica
mas comun a nivel renal y se caracteriza por la sustitucién progresiva del parénquima por tejido
cicatricial no funcional y es causada por el desbalance entre proliferacién y apoptosis celular, asi
como por la pérdida del equilibrio normal entre la sintesis y la degradacion de proteinas de matriz
extracelular principalmente colagena tipos I, IV y V, laminina A, B1 y B2, fibronectina, heparan
sulfato y proteoglicanos. Las células implicadas en la produccion de matriz extracelular en la fibrosis
renal son las células mesangiales, podocitos y miofibrobastos formados por la transicion epitelio
mesénquima de las células epiteliales tubulares (Nogueira y cols., 2017; Sutariya y cols., 2016). Uno
de los eventos mas importantes en la fibrosis renal es el aumento en la expresion del gen del TGF-
B1, dicho factor de crecimiento al unirse a su receptor, activa vias de sefializacién implicadas en
crecimiento y diferenciacidn celular, apoptosis y formacién de matriz extracelular (Ldpez-Hernandez

y Lépez-Novoa, 2012).

2.4.1.1 Daiio a los podocitos por HTA

Los podocitos son células epiteliales que forman parte de la barrera hemato-glomerular contra la
pérdida de proteinas. Los pedicelos de podocitos vecinos se intercalan y a través de su interconexién
por uniones celulares forman el diafragma de hendidura proporcionando una barrera de filtracion
selectiva al tamafio de las moléculas. Varias proteinas de los podocitos incluyendo la podocina, la
nefrina, la sinaptopodina y la podocalixina mantienen la integridad estructural y funcional del
diafragma de hendidura a través de interacciones complejas. Debido a que los podocitos son células

maduras diferenciadas su pérdida resulta en un dafio irreversible (Greka y Mundel, 2012).

El dafio a la barrera de filtracidn ocasiona también dafo a los podocitos, los que sufren la reduccién
de los pedicelos hasta que la célula parece planay alargada. Conforme el dafio persiste los podocitos
se desconectan, se separan de la membrana basal o sufren apoptosis causando dreas desnudas de

membrana basal lo que contribuye a la proteinuria (Greka y Mundel, 2012).
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El principal factor que ocasiona la separacion de los podocitos es la hipertensidn capilar que causa
estrés por el aumento de la tensidn hacia la circunferencia de los capilares y en direccion axial del
flujo lo que determina la hipertrofia glomerular y la hiperfiltracion. La hiperfiltracion aumenta el
estrés de friccion (“shear stress”) y la hipertrofia glomerular obliga a los podocitos a cubrir areas
mas grandes y remotas de la membrana basal glomerular. El alargamiento de la superficie de los
podocitos determina el aplanamiento de las prolongaciones celulares y su pérdida. La presion
intraglomerular ocasiona la formacién de protuberancias de la membrana basal glomerular
desnudada hacia afuera, favoreciendo adhesiones focales del penacho glomerular hacia la hoja
externa de la capsula de Bowman, glomerulosclerosis y finalmente ocasiona proteinuria (Greka y

Mundel, 2012).

Ademas del estrés mecdanico otros factores que pueden contribuir al dafio a los podocitos son el
estrés oxidativo, la inflamacién, factores metabdlicos y vasoactivos, la angiotensina Il y altas

concentraciones de glucosa.

2.4.1.2 Daiio a las células mesangiales por la HTA.

Las alteraciones en el glomérulo estimulan la proliferacion de las células mesangiales, lo que
contribuye a la inflamacion tubulo intersticial y a agravar la glomeruloesclerosis. Las células
mesangiales a su vez activan al sistema renina angiotensina local, lo que contribuye a estimular la
produccién del factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1) y fibronectina, incrementando

aun mas la formacién de matriz extracelular intra-glomerular y la fibrosis (Abboud, 2012).

2.4.2 Alteraciones renales tubulo intersticiales asociadas a la HTA.

En pacientes hipertensos se puede desarrollar un gran espectro de lesiones en las células del epitelio

tubular. Estas van desde tumefaccién celular hasta la atrofia y finalmente la pérdida de células. Otras

alteraciones incluyen células planas rodeando espacios abiertos llenos con eosindfilos.
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El dano de la membrana basal de las células epiteliales tubulares permite el paso de los productos
derivados de los tubulos al intersticio y a los espacios de los capilares peritubulares acelerando la
fibrosis y la inflamacidn en estos sitios, mientras que las proteinas que llegan a ser filtradas por un
glomérulo dafiado pueden obstruir el flujo urinario y agravar el dafo tubulo intersticial (Mennuniy

cols., 2014).

Las células inflamatorias pueden estar dispersas o ser numerosas como en la pielonefritis cronica y
pueden actuar como activadores de la fibrosis tubulo intersticial. Al estar comprimidos por la
colagena los capilares peritubulares se atrofian y su distancia con las células tubulares aumenta

empeorando el dafo y favoreciendo el desarrollo de la falla renal (Mennuni y cols., 2014).

En 1998 Fine postuld la hipdtesis de la hipoxia crénica, en la que propone que el dafio que ocurre
inicialmente a nivel glomerular debido a la hipertensidon ocasiona dafios en los capilares
peritubulares postglomerulares que inducen dafio endotelial e hipoxia. La disfuncién en la
microvasculatura induce un ambiente hipdxico que activa inflamacion, transicion epitelio
mesénquima de las células tubulares con diferenciacidn a miofibroblastos y formacion de fibrosis.
Por lo que la hipoxia inducida por la hipertension traslada el dano glomerular inicial a dafio

intersticial (Coffman 2011).

Las células epiteliales del tubulo proximal que son mas susceptibles al dafio por hipoxia que las
células distales, ya que activan respuestas transcripcionales complejas y expresan genes implicados

en la supervivencia y la adaptacion (Coffman 2011).

El regulador maestro de la respuesta adaptativa es el factor a inducible por hipoxia (HIFa), un factor
de transcripcidn heterodimérico que comprende una subunidad B y una subunidad a. Por efecto de
la hipoxia, la proteina HIFa dimeriza con HIFB y se une a elementos de respuesta a hipoxia en
regiones regulatorias de genes blanco que codifican para el TGF-B1, coldgenas y otras proteinas de

matriz extracelular que ocasionan fibrosis (Johnson y cols., 2015).
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La hipoxia por si misma activa a los fibroblastos residentes que favorecen la produccién de colagena
intersticial y la supresion de la degradacion de matriz extracelular. Ademas de que la exposicion de
las células epiteliales del tubulo proximal a la hipoxia induce fenotipo de fibroblastos, promoviendo
aun mas la acumulacion de colagena y el dafio a las mitocondrias induciendo la pérdida celular por
apoptosis. La hipoxia también induce la expresidn de factores fibrogénicos como TGF-1, endotelina
1 (ET-1) y factores angiogénicos como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y
angiopoyetina 4 que sinergizan entre ellos amplificando la respuesta fibrogénica (Johnson y cols.,

2015).

En el rindn estadn presentes sistemas enzimaticos importantes como las ciclooxigenasas y el sistema
renina angiotensina, esenciales en la funcién renal en condiciones normales y patoldgicas, a

continuacion, se describiran los aspectos mas importantes de ambos sistemas.

2.5 Ciclooxigenasas.

Se han descrito dos isoformas de ciclooxigenasa, la ciclooxigenasa-1 (COX-1) y la ciclooxigenasa-2
(COX-2), productos de diferentes genes con distintos patrones de expresion y regulacion. COX-1 es
considerada la isoforma constitutiva debido a su distribucién generalizada, mientras que COX-2 se
considera la forma inducible debido a su expresién restringida y su sobreexpresién por estimulos

inflamatorios, factores de crecimiento, oncogenes y citocinas (Cheng y col. 2004).

Ambas enzimas catalizan una reaccién de ciclooxigenasa en la que el acido araquiddnico se combina
con dos moléculas de O, para convertirse en la prostaglandina G, (PGG;) y una reaccién de
peroxidasa en la que se reducen dos electrones de la PGG; para convertirse en la prostaglandina H;
(PGH2) (Esquema 3). La PGH; es quimicamente inestable, por lo que se transforma en las
prostaglandinas E; (PGEz), prostaglandina D2 (PGD.), prostaglandina F.q (PGF24), prostaglandina I,
(PGI2) y el tromboxano A; (TXAz), por accidon enzimatica de sintasas especificas, las cuales incluyen
a la PGE sintasa (PGES), la prostaciclina sintasa (PGIS), la PGD sintasa (PGDS), la PGF sintasa (PGFS)
y la sintasa de tromboxano (TXAS) (Nasrallah y cols., 2007; Smyth y cols., 2012).
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Esquema 3. Via de sintesis de los prostanoides y sus receptores. Se muestra la via de sintesis de los
prostanoides, desde la conversién del acido araquidénico por las COXs hasta los receptores por los cuales

ejercen su funcién (Tomado de Yuhki y cols., 2011).
2.5.1 Regulacion de la expresion de las COXs.

En el rifidn la COX-1 es altamente expresada en los conductos colectores, en células epiteliales
parietales de la cdpsula de Bowman, en células intersticiales, en células mesangiales glomerulares y
células endoteliales de las arteriolas. La COX-2 se expresa predominantemente en las células
intersticiales de la médula, en células de la mdacula densa, en la porcidén ascendente gruesa del asa
de Henle y, en el humano, también se ha observado en podocitos y en células de musculo liso

arteriolar (Harris, 2006).
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COX-1 se considera como un gen constitutivo por su expresidon constante en la mayoria de los tipos
celulares y tejidos aunque en bajas concentraciones, a excepcion del estémago y las plaquetas
donde la expresidé es mayor. La expresion de COX-2 es inducible en su mayoria, aunque también se
expresa de manera constitutiva en algunos tipos celulares y en patologias como el cancer (Yang y

cols., 1998).

En el rifidn la expresion de la COX-2 se regula diferencialmente en la corteza y en la médula; la
restriccion de sodio aumenta la expresidn en la corteza y disminuye la expresién en la médula,
mientras que, el incremento en el consumo de sal aumenta la expresién de la COX-2 de la médula
interna, pero disminuye la expresidn en la corteza. Esta expresion diferencial refleja las funciones
distintas de los prostanoides derivados de COX-2, contribuyendo en la médula a la reabsorcién de
sal y agua, asi como a la regulacién del flujo sanguineo medular; mientras que en la corteza

interviene en la liberacién de renina y la hemodindmica glomerular (Yang y cols., 1998).

La sobreexpresion de COX-2 parece ser consecuencia del incremento en la transcripcidn y aumento
en la estabilidad de su RNA mensajero. Promotores de tumores, factores de crecimiento, oncogenes
y citocinas estimulan la transcripcién del gen de COX-2 de manera dependiente de PKC (Simmons y
cols., 2004). La region promotora del gen de COX-2 contiene una caja TATA y varios elementos de
regulacion transcripcional, como el factor nuclear kappa B (NF-kB), NF-IL6/C/EBP, PEA3, NFAT, CRE,
AP-2 y SP-1; dependiendo del estimulo y del tipo celular, esos factores de transcripcién estimulan la

expresion de COX-2 (Chun y Surh., 2004; Simmons y cols., 2004; Tsatsanis y cols., 2006).

La regidn promotora de COX-2 contiene dos posibles sitos de unidn para NF-kB y se ha demostrado
gue este factor de transcripcién es un posible regulador de la expresion de COX-2 en macrofagos
murinos y en lineas celulares de adenocarcinoma de colon humano expuestos a lipopolisacaridos.
Varios agentes que activan las MAPKs también activan NF-kB, lo que sugiere una interconexion entre
estas vias y se propone que la MAPK ERK, una cinasa corriente arriba de JNKs, asi como, la MAPK
p38 son las principales reguladoras de la activacion de la expresién de COX-2 (Chun y Surh, 2004;

Cheny cols., 2004).
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Los factores de transcripcion C/EBP también estan implicados en regular la actividad del promotor
de COX-2. Hay un sitio de unién para C/EBP sobre el promotor del gen de COX-2 humano, en las
posiciones 132/124 corriente abajo de un sitio adyacente a AP-2 que tiene un papel en la induccidn
de COX-2 por lipopolisacaridos y 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate o TPA (Inoue y cols., 1995;
Wu, 2005).

El elemento de respuesta a AMP ciclico (CRE, por sus siglas en Inglés) también se ha implicado en la
induccidon de COX-2 por bradicinina, en células de musculo liso arteriolar de pulmén (Bradbury,
2003); otro posible mecanismo para modular la expresion de COX-2 implica a los receptores
activados por peroxisomas (PPAR, por sus siglas en Inglés), la activacién de PPARS resultd en el
incremento del RNAm de COX-2 y la expresion de su proteina en carcinoma hepatocelular humano,
y los activadores de PPARa también inducen la expresidon de COX-2 en higado de rata. La regulacién
de la expresion de COX-2 por PPARs es compleja y parece ser especifico del tipo celular (Chuny Surh,

2004; Tsatsanis y cols., 2006).

Uno de los principales genes supresores de tumores p53, implicado en la progresidn del ciclo celular,
la integridad del DNA y la supervivencia celular, parece también estar implicado en la regulacion de
la expresion de COX-2. Basado en estudios in vitro, p53 inhibe la unién de la proteina de union a
TATA con la regidn promotora del gen de COX-2 al competir con la proteina de union a TATA

(Subbaramaiah y cols., 1999).

Por otra parte, también las especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden activar la expresion de COX-
2 en células endoteliales en un mecanismo mediado por la proteina morfogénica de hueso 4 (BMP-
4), en donde COX-2 participa en la disfuncidon endotelial mediante la produccién de prostanoides
vasoconstrictores (Wong y cols., 2010). Se ha demostrado que la inhibicion de COX-2 mejora la

funcién endotelial en pacientes con HTA (Prabhakaran y Anad, 2003).
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2.5.2 Prostanoides derivados de las COXs.

Los prostanoides son un grupo de reguladores lipidicos derivados del metabolismo enzimatico del
acido araquidodnico, iniciado por las COXs. Los prostanoides tienen funciones criticas al regular
multiples procesos celulares, como proliferacion celular, diferenciacidén y apoptosis y en controlar
la homeostasis del cuerpo; ademads tienen un papel importante en la fisiopatologia de Ia
inflamacién, el cancer y la hipertension (Hao y Breyer, 2008). Los prostanoides son rapidamente
degradados, esto limita su efecto a la vecindad de su sitio de sintesis en funciones autocrinas y
paracrinas. Cada prostanoide actla sobre un receptor de membrana especifico, acoplado a

proteinas G o sobre receptores nucleares como PPARS y PPARy (Hao y Breyer, 2008).

La distribucidn de las sintasas de prostanoides en el rifdn esta bien caracterizada. La presencia de
la sintasa 1 microsomal de PGE (mPGE1) y COX-2 en la porcién gruesa ascendente cortical de asa 'y
en células intersticiales medulares sugiere que estan funcionalmente acopladas y que esta sintasa
contribuye a la biosintesis de PGE; en estas células. Sin embargo, en los ductos colectores la mPGES1
inducible parece estar acoplada a COX-1 contribuyendo al incremento en la biosintesis de PGE> en

estas células (Hao y Breyer, 2008).

La PGE; es el prostanoide mas abundante detectado en el rifidn, seguido por PGl,, PGFaq, ¥ TXA;
bajo condiciones basales COX-1 y COX-2 son responsables de la biosintesis de prostanoides, sin
embargo, en el rifdn estimulado por Ang Il la PGE; y la PG, son producidos principalmente por

accion de COX-2 (Qiy cols., 2006).

Los prostanoides ejercen sus funciones a través de receptores especificos, que comprenden una
familia diversa de receptores membranales acoplados a proteinas G, estos incluyen los receptores
para la PGD; (DP), tromboxano (TP), prostanglandina F.o (FP), prostanglandina I (IP) vy
prostanglandina E» (EP), de estos ultimos hay 4 subtipos EP; EP1, EP2, EP3 y EP4 (Hao y Breyer, 2008).

El receptor TP es un potente activador de la agregacion plaquetaria y la constriccién de musculo

liso; mientras que el receptor IP tiene un potente efecto antitrombdtico. Los receptores EP1 y EP3
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son constrictores del musculo, mientras que los receptores EP2, EP4 e IP relajan el musculo liso,

incluyendo la vasculatura (Smyth y cols., 2012).

Cada receptor de prostanoides activa una via de sefializacidon acoplada a una proteina G diferente.
Los receptores IP, DP, EP2 y EP4 estan acoplados a proteinas G estimuladora (Gs) y su sefializacion
se relaciona con incremento de los niveles de AMPc; mientras el receptor TP, FP y EP1 inducen
movimiento de calcio, al menos en algunos tejidos. El receptor EP3 esta acoplado a una proteina G
inhibitoria (Gi) y reduce la sintesis de AMPc. Aunque algunos de estos receptores siguen la misma
via de segundos mensajeros, el blanco corriente abajo de la via puede ser diferente llevando a

efectos fisioldgicos diferentes (Hao y Breyer, 2008).

Los receptores EP2 y EP4 o el IP parecen participar en el control del flujo sanguineo medular al
dilatar los vasos rectos (vasa recta), mientras que los receptores EP1 y EP3 parecen mediar la
inhibicion de la absorcién de agua y sal en la porcidn gruesa del asa y en los tubulos colectores (Hao

y Breyer, 2008; Smyth y cols., 2012).

2.5.3 Contribucion de las COXs a la patogénesis de la HTA.

La COX-1y la COX-2 intervienen en la regulacién de la presidn arterial normal y en patologias como
la hipertensién arterial, mediante la produccion de prostanoides vasoconstrictores y
vasodilatadores que regulan la funcién cardiovascular y que participan en la regulacion de la
concentracion de iones y del volumen de agua (Ye y cols., 2006). Se ha observado que la COX-1y la
COX-2 pueden tener diferentes efectos sobre la presidon sanguinea dependiendo el tipo de
prostanoide al que se encuentren asociadas, en este sentido, la inhibicion de la COX-2 aumenta el
efecto presor de la administracion aguda de Ang Il y el flujo sanguineo medular renal en ratas
anestesiadas, mientras que la inhibicion de la COX-1 atenua la hipertension arterial en este modelo

(Qivy cols., 2002).

La inhibicién crénica de COX-2 en un modelo de ablacién renal en ratas disminuyé la proteinuria e

inhibié el desarrollo de glomerulosclerosis (Wang y cols., 2000), mientras que en un modelo de
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nefrectomia parcial, la inhibicién selectiva de COX-2 con celecoxib, disminuyd el dafio renal al
observarse disminucién de la glomerulosclerosis, albuminuria, menor cantidad de infiltracién
inflamatoria y disminucién de la expresion ectopica de COX-2 en el intersticio de la corteza,
intraglomerular y en la vasculatura, ademas de la macula densa (Fujihara y cols., 2003). En un
estudio realizado en un modelo de diabetes e hipertensidn, se encontrd incremento en la expresién
de COX-2 y se observé que la administracidén cronica de un inhibidor selectivo de COX-2 disminuyé
la proteinuria y la formacién de matriz extracelular, ademas se observé disminucion de la expresion
de mediadores de dafio glomerular y tubular como el factor de crecimiento transformante beta 1

(TGF-B), PAI-1y VEGF (Cheng HF y cols., 2002).

En un estudio en el que se utilizé un modelo de hipertension renovascular dos rifilones/un clip (2K1C)
en ratas, se encontrd que la inhibicién de la actividad COX-2 con celecoxib, disminuyd la fibrosis
intersticial en el rifidn (Richter y cols., 2004). La sobre expresion de COX-2 ademds puede
predisponer a dafio en los podocitos glomerulares renales de ratones transgénicos que
sobreexpresan COX-2, ya que presentan albuminuria, disminucién en el tamafo de los pedicelos y
disminucion de la proteina estructural nefrina. En los podocitos el receptor EP4 de la PGE; es el
subtipo de receptor principal y se cree que es esta prostaglandina es la que provoca la disociacién

de las fibras de actina y alteraciones en los pedicelos (Cheng y cols., 2007).

También se ha estudiado el papel de los prostanoides, en la patogénesis de enfermedades
cardiovasculares, como infarto agudo al miocardio, aterosclerosis y la misma hipertensidén arterial
(Yuhki y cols., 2011; Félétou y cols., 2011; Tang y Vahoutte, 2008). Se ha descrito que la PGE;
contribuye a la regulacidn de la presion arterial a través de modular el flujo sanguineo, la excrecién
de sodio y la reabsorcion de agua, asi como intervenir en la regulacién del SRA (Swan y Breyer, 2011;
Yang T, 2007; Jia y cols., 2006). EL TXA; es un potente vasoconstrictor y se observoé que la delecion
del gen para este prostanoide ocasiona la disminucion del efecto presor ocasionado por Ang I,
proponiendo que participa en su mecanismo de regulacién (Francois y cols., 2004). La PGl por otro
lado es un potente vasodilatador producido por las células endoteliales vasculares en donde

participa en la regulacidn de la presién arterial sistémica (Yuhki y cols., 2011; Smyth y cols., 2012;
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Félétou y cols., 2011), asi como interviene a nivel renal regulando la secrecion de renina y la

concentracion de sales en la médula (Yu y cols., 2010).

2.6 Sistema renina-angiotensina (SRA).

El sistema renina-angiotensina (SRA) es un importante regulador de la presién arterial sistémica y
renal al intervenir en el balance de sodio, del volumen del fluido extracelular y las resistencias
vasculares renal y sistémica, por lo que participa de manera importante en la fisiopatologia de la
hipertension, la insuficiencia cardiaca congestiva, el infarto del miocardio y la nefropatia diabética

(Kobori y cols., 2007; Crowley y Coffman, 2012).

En la via clasica del SRA, la enzima limitante del sistema, la renina cataliza la conversiéon de su
sustrato el angiotensindgeno, para liberar un péptido de 10 aminodcidos: la angiotensina | (Ang 1)
que tiene un efecto vasoconstrictor leve. Posteriormente, por hidrélisis se pierden dos aminoacidos
mas de esta molécula, para formar el péptido de 8 aminoacidos, la angiotensina Il (Ang Il). Esta
conversion se produce casi totalmente en los pulmones, catalizada por la enzima convertidora de

angiotensina (ECA), presente en el endotelio de los vasos pulmonares (Castrop y cols., 2008).

La Ang Il es el principal efector del SRA, ya que es una sustancia vasoconstrictora muy potente, que
al unirse a su receptor AT: puede elevar la presion arterial mediante diferentes mecanismos. A

continuacion, se describen brevemente los principales componentes del SRA.

2.6.1 Componentes del SRA.

La renina es una glicoproteina de 340 aminoacidos, se sintetiza como preproenzima de 406

aminodcidos que se procesa intracelularmente para convertirse en prorrenina, una forma madura

pero inactiva de la enzima, se deben eliminar 43 aminodcidos de su regién aminoterminal para

producir renina activa.
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La renina es una proteasa de aspartilo que ataca un numero restringido de sustratos, el principal es
el angiotensindgeno. Esta enzima se sintetiza, se almacena en grdnulos y se secreta por exocitosis
por las células yuxtaglomerulares de las arteriolas aferentes hacia el espacio intravascular y el
intersticio que lo rodea. La secrecion de renina se regula positivamente por el segundo mensajero
adenosin monofosfato ciclico (AMPc); sin embargo, a diferencia de la mayoria de las células
secretoras, la secrecion de renina estd inversamente relacionada a las concentraciones

intracelulares y extracelulares de calcio (Beierwaltes, 2010).

Existen diferentes mecanismos que regulan la liberacidn de renina, entre ellos los cambios en el
flujo sanguineo renal, los barorreceptores intrarrenales de la arteriola aferente, alteraciones en la
captacién de NaCl por la macula densa regulado por la expresion de COX-2 y la produccién de PGE>
y PGly, asi como la influencia del sistema simpdtico sobre las arteriolas del aparato yuxtaglomerular

(Jackson, 2012).

Las vias que regulan la liberacion de renina forman parte de una red fisioldgica. Los incrementos de
la secrecion de renina aumentan la formacidn de Ang Il, misma que estimula a los receptores de
angiotensina de tipo 1 (AT1) en las células yuxtaglomerulares para inhibir la liberacién de renina.
Este sistema de retroalimentacién se conoce como mecanismo de retroalimentacidn negativa de

asa corta (Castrop y cols., 2010).

El aumento de la presidon arterial bloquean la liberacién de renina mediante la activacion de
barorreceptores de presién alta (lo cual reduce el tono simpatico renal), el incremento del tono de
los vasos preglomerulares y la reduccién de la reabsorcion de NaCl en los tdbulos proximales
(natriuresis por presidn), que aumenta la liberacidon tubular de NaCl hacia la macula densa. La
inhibicidn de la liberacidn de renina debido a un incremento de la presion arterial inducidos por Ang

Il es el mecanismo de retroalimentacion negativa de asa larga (Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

El angiotensindgeno, el sustrato principal de la renina, es una glicoproteina globular abundante que

contiene de 13 a 14% de carbohidratos. En el humano el angiotensinégeno tiene 452 aminoacidos

y se sintetiza como preangiotensinégeno, que tiene un péptido sefial de 24 a 33 aminodcidos. Este
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péptido se sintetiza principalmente en el higado, aunque también abundan transcritos de
angiotensindgeno en los adipocitos, en ciertas regiones del SNC y en los rifiones. El
angiotensindgeno se sintetiza y secreta de manera continua en el higado y su sintesis se estimula
por inflamacidn, insulina, estrégenos, glucocorticoides, hormona tiroidea y Ang Il (Fyhrquist y

Saijonmaa, 2008). Al segmentar la regién aminoterminal del angiotensinégeno, se obtiene la Ang I.

La ECA es una ectoenzima y una glicoproteina que tiene como sustrato a la Ang | que es convertida
por efecto de esta enzima en Ang Il. La ECA tiene un peso molecular de 170 000 daltones, en los
seres humanos contiene 1277 aminodcidos y posee dos dominios homdlogos, cada uno con un sitio
catalitico y una region para unirse al zinc. Posee un gran dominio extracelular aminoterminal, un
dominio intracelular carboxilo terminal corto, y una zona hidréfoba de 17 aminodcidos que fija a la

ectoenzima en la membrana celular (Crowley y Coffman 2012).

La ECA circulante representa la enzima de la membrana que se liberé por protedlisis por efecto de
una secretasa y se ha desprendido. La enzima libre es inespecifica e hidroliza unidades de sustratos
con diversas secuencias de aminodcidos, los sustratos preferidos sélo tienen un grupo carboxilo libre
en el carboxilo terminal y la prolina no debe ser el penultimo aminoacido; por lo que la Ang Il no es
sustrato de la ECA. Si bien en el plasma puede ocurrir la conversidn lenta de angiotensina | en Ang
I, el metabolismo muy rapido que ocurre in vivo se debe en gran parte a la actividad de la ECA unida
a la membrana, presente en la cara luminal de células endoteliales de todo el sistema vascular

(Jackson, 2012).

Existe una segunda isoforma de la ECA, la ECA-2; esta carboxipeptidasa fue descubierta por dos
grupos de estudio de manera independiente. La ECA-2 del ser humano tiene 805 aminodcidos con
una posible secuencia sefial corta. Contiene un dominio catalitico aislado que es 42% idéntico a los
dos dominios cataliticos de la ECA. La ECA-2 segmenta la angiotensina | en angiotensina (1-9), y
procesa la Ang Il en la angiotensina (1-7). En animales, se observa que una expresion reducida de
ECA2 se acompafia de hipertension y defectos en la contractilidad cardiaca (Fyhrquist y Saijonmaa,

2008).
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Existen otros péptidos de angiotensina ademas de la angiotensina | y I, con efectos fisioldgicos. La
angiotensina Ill también denominada angiotensina (2-8), puede formarse por efecto de la
aminopeptidasa sobre la Ang Il o por la ECA sobre la [des-Aspl] angiotensina I. Las angiotensinas Il
y lll causan efectos cualitativamente similares, la angiotensina lll es casi igual de potente que la Il
en la estimulacidn de la secrecidn de aldosterona; sin embargo, sélo tiene 10 y 25% de la potencia
de la Il para aumentar la presion arterial y estimular la médula suprarrenal, respectivamente

(Fleming y cols., 2006).

La angiotensina (1-7) libera vasopresina, estimula la biosintesis de prostaglandinas, produce
respuestas depresoras cuando se inyecta en ciertos nuicleos del tallo encefdlico, dilata algunos vasos
sanguineos y ejerce una accién natriurética en los rifiones. La angiotensina (1-7) también inhibe la
proliferacién de células de musculo liso vascular y se ha propuesto que la angiotensina (1-7) sirve

para contrarrestar o equilibrar las acciones de la Ang Il (Ferrario y cols., 1997).

La angiotensina (3-8), también denominada angiotensina IV, es otro péptido de angiotensina activo
biolégicamente. En varios tejidos se detectan posibles receptores de angiotensina (3-8), y el péptido
estimula la expresidn del inhibidor del activador de plasminégeno 1 (PAI-1) en células endoteliales
y tubulares proximales, aunque en las células del musculo liso vascular y en los cardiomiocitos es la
Ang Il la que interviene en el aumento de la expresion del PAI-1. La angiotensina (3-8) también
puede participar en la adquisicion de la memoria e igual que la angiotensina (1-7), al parecer

contrarresta los efectos de la Ang Il (Jackson, 2012).

La angiotensina (1-7) se forma por multiples vias: al metabolizarse la angiotensina | por la
metalopeptidasa 24.15, la endopeptidasa 24.11 y la prolilendopeptidasa 24.26, también se puede

formar a partir de la conversion de la Ang Il por la prolilcarboxipeptidasa (Ferrario y cols., 1997).

Los efectos de la Ang |l se ejercen a través de receptores hepta helicoidales especificos acoplados a
proteinas G. Los dos receptores de Ang Il son los receptores AT1y AT.. El receptor AT tiene 359
aminodacidos y el receptor AT, tiene 363 aminodcidos y tienen poca homologia de secuencia. Casi

todos los efectos biolégicos conocidos de la Ang Il son mediados por el receptor AT1, aln no se
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definen bien las actividades funcionales de los receptores AT,, pero es posible que ejerzan efectos

antiproliferativo, proapoptdtico, vasodilatador y antihipertensor (de Gasparo y cols., 2000).

Es posible que los efectos complejos de la activacidn del receptor AT, en el tono y la biologia
vasculares dependan de factores como especie, 6rgano y didametro vascular. Aunque al receptor AT,
se le considera como protector cardiovascular, su activacién puede contribuir a la fibrosis cardiaca.
El receptor AT, esta ampliamente distribuido en tejidos fetales, pero tal distribucidén es muy limitada
en los adultos, en los que algunos tejidos contienen receptores AT: o AT, en tanto que otros

contienen receptores en cantidades semejantes (Siragy, 2000).

Los receptores AT: activan diferentes sistemas de transduccidn de sefiales para producir efectos que
varian con el tipo de célula y que son una combinacidn de respuestas primarias y secundarias. Estos
receptores se acoplan a varias proteinas G heterotriméricas, incluyendo Ga12/13y Giaunque en casi
todos los tipos de células se acoplan a Gag/11 para activar fosfolipasas como la A, la D y la C (PLC),
esta Ultima genera inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol que activa a la proteina cinasa C que
a su vez fosforila diferentes proteinas que participan en acciones como son la contraccién del
musculo liso y la secrecidon de aldosterona, asi como el crecimiento y la proliferacidon celular

(Fyhrquist y Saijonmaa, 2008; Fleming y cols., 2006; Siragy, 2000).

La union de la Ang Il a su receptor AT; también activa endocitosis e internalizacion del complejo Ang
[I-AT1 a compartimentos intracelulares, el que una vez internalizado, estimula el incremento de
calcio intracelular y activa al NF-kB, que ademds de estar implicado en inflamacién y regular
negativamente la expresiéon de la COX-2 (Cheng y cols., 1999), participa en la inmunidad,
proliferacién celular, apoptosis, lleva a incremento en la expresidn del intercambiador de sodio-

hidréogeno (NHE-3) y factores de crecimiento (Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

La Ang Il incrementa de manera directa la contractilidad cardiaca por medio de la apertura de los
canales de Ca?* sensibles a voltaje en miocitos cardiacos y de manera indirecta la frecuencia cardiaca
al favorecer el tono simpatico, la neurotransmisién adrenérgica y liberacién de catecolaminas

suprarrenales; el incremento rapido de la presién arterial activa un reflejo barorreceptor que
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disminuye el tono simpatico y aumenta el tono vagal. Asi la Ang Il puede incrementar, disminuir o
no cambiar la contractilidad, la frecuencia y el gasto cardiaco, dependiendo del estado fisiolégico

(Jackson, 2012).

2.6.2 Participacion del SRA en alteraciones renales por la HTA.

La activacion de la SRA es uno de los factores mdas importantes en la progresién de la insuficiencia
renal cronica, su efecto no sélo es aumentar la presion arterial elevada, sino también, la promocion
de la proliferacién celular, la inflamacion y la acumulacidn de matriz extracelular. La Ang Il a través
de su receptor AT: causa hipertrofia, estimula la proliferacién de células mesangiales, induce la
expresion de TGF-B1 con lo cual afecta los procesos de proliferacidn, apoptosis y sintesis de
colagena (Efrati y cols., 2007), se ha demostrado que disminuir la produccion de Ang Il mediante la
administracion de Vitamina D con inhibidores de la ECA suprime la expresidon de matriz extracelular,

la inflamacidn intersticial y la activacién de miofibroblastos (Li y Batuman 2009).

La Ang Il estimula la liberacién de ET-1, la cual ademas de ser un potente vasoconstrictor, también
ejerce acciones proinflamatorias autocrinas, paracrinas, mitogénicas y profibréticas. La ET-1
produce efectos bioldgicos relevantes como vasoconstriccion medular y cortical, contracciéon
mesangial, asi como sobreproduccion de matriz extracelular. Ademas la ET-1 es capaz de activar y
mantener la inflamacidn y la fibrosis al interactuar con el factor de crecimiento tisular renal beta 'y
por activar a NF-kB. Por lo tanto ET-1 parece tener un papel importante en el dafio renal agudo al
intervenir en el proceso isquémico, asi como en la disminucidn del flujo sanguineo renal y la tasa de

filtracién glomerular (Mennuniy cols., 2014).

Los efectos no hemodinamicos de la Ang Il implicados en la patogénesis de la enfermedad renal
cronica hipertensiva incluyen su participacién como un potente agente proinflamatorio, capaz de
modular respuestas inmunes e inflamatorias en células endoteliales y de musculo liso, asi como la
quimiotaxis, la proliferacidn celular y la diferenciacion de monocitos a macréfagos (Gurley y cols.,

2011).
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Otro de los mecanismos en los que la Ang Il participa en el dafio renal es a través de estimular la
produccién de ROS por induccion de la NADPH oxidasa vascular. Las ROS son producidas en las
arteriolas, las células glomerulares y tubulares, la macula densa y los podocitos (Mennuni y cols.,
2014). La activacién de la produccién de ROS en células de musculo liso, y endoteliales vasculares
desencadena sefalizacion redox que activa la inflamacién y activaciéon de factores de la
transcripcién como el NF-kB que inducen fibrosis renal (Richter y Kietzmann, 2016). Ademds las ROS
son potentes moduladores de la contraccién y dilatacion vascular, asi como de la disponibilidad de

NO y ocasionan peroxidacion lipidica (Touyz y Briones, 2011).

Otro componente del SRA implicado en el dafio inflamatorio y fibrético es la aldosterona, la cual
induce glomeruloesclerosis por diferentes mecanismos, incluyendo una acciéon pro-oxidante
dependiente de NADPH oxidasa, activacidon de NF-kB y potenciando la actividad mitogénica de TGF-

B (Crowley y Coffman, 2012; Macconi y cols., 2014).

2.7 Modelo de ratas espontadneamente hipertensas.

El modelo de ratas espontaneamente hipertensas (SHR, por sus siglas en inglés), ha sido
ampliamente estudiado, entre otras razones porque permite estudiar diferentes etapas en el

desarrollo de la hipertensidn arterial.

La cepa SHR, fue obtenida durante los afios 60°s por Okamoto y colegas por reproduccidn selectiva
de ratas Wistar Kyoto (WKY) con elevada presidn sanguinea (Grollman, 1972). Al igual que en los
humanos, la hipertensidn en las SHR se presenta con la edad y al ser de tipo primaria la causa es
desconocida. En las SHR la presidn sanguinea se empieza a elevar alrededor de las 7-9 semanas de
edad y la presion arterial sistélica alcanza valores entre los 180-200 mmHg en el adulto (Kundu y

Rao, 2008).
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2.7.1 Alteraciones morfo-funcionales en SHR.

En ratas SHR jovenes de 4 semanas de edad la funcidn renal se encontré alterada, con disminucién
en el peso del rifidn en comparacion a WKY de la misma edad. Las alteraciones renales en esta edad
también incluyeron incremento en la resistencia vascular renal y disminucion de la tasa de filtracion
glomerular a las 4 y 5 semanas de edad, ocasionando hipervolemia que contribuye a aumentar la
resistencia renal periférica y en consecuencia la hipertension arterial (Uyehara y Gellai, 1993;

Hinojos y Doris, 2014).

A las 4 semanas de edad se encontré en las SHR un ligero decremento en el nimero de glomérulos
y en el didmetro glomerular renal, también se observd fibrosis tubulo-intersticial, que se exacerba
a las 8 semanas de edad. A nivel de microscopia electrdnica a las 4 semanas de edad se observé
ensanchamiento en las crestas mitocondriales de las células de los tubulos renales, mientras que a
las 8 semanas de edad se observd desorganizacion de los tubulos corticales y células vacuoladas

(Mazzeiy cols., 2016).

Tambien se ha descrito la retencidon de sodio y agua en las SHR que puede desencadenar
hipervolemia, las causas se relacionan con alteraciones en los transportadores de este ion a nivel de
los tubulos proximales. A este respecto se descubrié que hay aumento en la expresion y actividad
de la isoforma 3 del cotransportador Na+/H+ (NHE3) en las microvellosidades del borde en cepillo
de las células del tubulo proximal renal de SHR de 5 semanas de edad (LaPointe y cols., 2002;
Crajoinas y cols., 2010). En otro estudio realizado en SHR de 4 semanas de edad se encontraron
ademas alteraciones en la, distribucién subcelular, fosforilacién y abundancia de las subunidades en
la bomba Na+/K+ ATPasa en las mismas células (Hinojos y Doris, 2014). En concordancia con los
estudios mencionados, se observé incrementada la tasa de consumo de oxigeno comparado con la
cepa WKY en cultivo primario de células de tubulo proximal de ratas SHR de 3 semanas de edad que
corresponde con el incremento del metabolismo oxidativo, el incremento de la funcién mitocondrial

y la produccién de ATP en las SHR (Lee y cols., 2014).
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Se ha descrito que entre los posibles factores que contribuyen al desarrollo de la presidn arterial en
las SHR, también se encuentra una exagerada respuesta del sistema nervioso auténomo (SNA) que
se presenta desde etapas previas al desarrollo de la hipertension arterial. A este respecto se propuso
que la sobreexpresidn en cuerpos carotideos de los canales no dependientes de voltaje ASIC y TASK
sensibles a acido, ocasionan el incremento de la resistencia vascular en la cepa SHR y se sugiere
ademas que este aumento contribuye a cambios estructurales propios de la hipertension (Tan y

cols., 2010).

Aunado a lo anterior existe evidencia de la desregulacidn en la sefializacidn adrenérgica cardiaca.
Las alteraciones en la recaptura de norepinefrina y el aumento en el transito de calcio neuronal que
se traducen en incremento en la liberacién de dicho neurotransmisor ademas de una leve
taquicardia en reposo e incremento en el gasto cardiaco previo al desarrollo de la hipertensién en
SHR (Shanks y cols., 2013). A este respecto también se han reportado en SHR de 6 semanas de edad
alteraciones en la biosintesis y secrecion de importantes catecolaminas reguladoras del gasto
cardiaco y de la funcién vascular como dopamina, epinefrina y norepinefrina en las glandulas
suprarrenales. La disminucidon en la expresién de los genes que sintetizan catecolaminas es
temporalmente independiente del desarrollo de la hipertensién, pero puede contribuir a la
patogénesis de esta patologia posiblemente por regulacién de mecanismos nerviosos centrales, ya

gue las catecolaminas ejercen acciones vasodepresoras en el tallo cerebral (Jirout y cols. 2010).

Se demostré también que el sistema renina angiotensina (SRA), se encuentra sobreactivado desde
etapas prehipertensivas, al presentarse aumento del vasoconstrictor Ang Il (Castro-Moreno y cols.,
2012; Correa y cols., 1995) y de su receptor AT1 en tubulos proximales renales en SHR de 4 semanas
de edad (Cheng y cols., 1998), por lo que el aumento de la actividad del SRA puede estar

contribuyendo a las alteraciones renales que se observan a esta edad.

Existe evidencia que la disminucion en la actividad del receptor PPARy en las SHR se asocia con
alteraciones en la regulacidn de la vasculatura renal, dicho receptor interviene en la regulacion del
metabolismo de lipidos, en sefializacidn celular, la produccién del vasodilatador éxido nitrico (NO),

de las ROS vy la induccion de la expresidon de la COX-2 (Martin y cols., 2012), de esta manera se
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encontrd que el tratamiento de SHR de 5 semanas de edad con un agonista de PPARy retarda el
aumento de la presion arterial, mejora el perfil lipidico y la funcién de la vasculatura (Dovinova y

cols., 2013).

Mediante la técnica de TUNEL se encontré un mayor nimero de células en apoptosis presentes en
el epitelio tubular de las SHR a las 8 semanas de edad (Mazzei y cols., 2016). Se postula que
alteraciones a nivel del desarrollo embrioldgico del rifidn son un importante factor de riesgo para la
enfermedad renal; ya que puede condicionar a una progresidon mas rapida de la HTA. Las
alteraciones embrionarias genéticas, asi como epigenéticas pudieron generar cambios en la
expresion de genes reguladores como el factor de la transcripcién de tumor de Wilm (WT1) que esta
disminuido en SHR de 4 semanas de edad (Mazzei y cols., 2016). WT; tiene un papel primordial
durante el desarrollo del rifidn en la proliferacién y diferenciacion celular (Menke y Shedl, 2003), asi
como en el mantenimiento de la funcién normal de este érgano en la vida posnatal, ya que regula
la expresion de proteinas importantes como la renina implicada en la regulacién de la presion

arterial (Steege y cols., 2008).
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3. Objetivo General.

Evaluar la participacion de COX-2 y del SRA en las alteraciones morfoldgicas y funcionales a nivel

renal durante el desarrollo y mantenimiento de la hipertension arterial primaria.

3.1 Objetivos particulares.

e Determinar en el rifién de ratas WKY Y SHR de 6 semanas de edad la presencia de cambios
en el tamafio de los glomerulos y de los vasos sanguineos, la presencia de fibrosis y a nivel
ultraestructural cambios en el grosor de la membrana basal glomerular

e I|dentificar diferencias en la localizacion de la proteina de COX-2, renina y PRR en la corteza
renal de SHR y WKY.

e Evaluar cambios en la expresidn proteica de COX-2 y renina en la coreza renal de SHR y WKY.

e Medir los niveles séricos de Ang Il y Ang (1-7) y de los marcadores urea y creatinina de ratas
WKY y SHR.

e Determinar en rifidon de ratas WKY y SHR, el efecto del tratamiento por 8 semanas con el
inhibidor selectivo de COX-2 (celecoxib) y el inhibidor de la ECA (captopril) sobre el tamafio
de los glomérulos y a nivel ultra estructurales diferencias en el grosor de la membrana basal

glomerular en la corteza renal.
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4. ANTECEDENTES.

La participacion de las COXs y los prostanoides en las alteraciones renales asociadas a la HTA se han
estudiado en diferentes modelos animales. Se reporté en un modelo de ablacidn renal en ratas, que
la inhibicion crénica de COX-2 disminuyé la proteinuria e inhibid el desarrollo de glomerulosclerosis
(Wang y cols., 2000), mientras que en un modelo de nefrectomia parcial, la inhibicion selectiva de
COX-2 con celecoxib, disminuyd el dafio renal al observarse menor glomerulosclerosis, albuminuria,
infiltracién de células inflamatorias y disminucion de la expresion ectdpica de COX-2 en el intersticio
de la corteza, intraglomerulary en la vasculatura, ademads de la macula densa (Fujihara y cols., 2003).
En un estudio de diabetes e hipertension, se encontrd incremento en la expresién de COX-2 y se
observd que la administracidn crénica de un inhibidor selectivo de COX-2 disminuyd la proteinuria
y la formacion de matriz extracelular, ademas disminuyd la expresién de mediadores de dafio
glomerular y tubular como TGF-B, PAI-1 y VEGF (Cheng HF y cols., 2002). En un estudio en el que se
utilizé6 un modelo de hipertensidn renovascular 2K1C en ratas, se encontrd que la inhibicién de la
actividad enzimatica de COX-2 con celecoxib, disminuyd la fibrosis intersticial en el rifién (Richter y

cols., 2004).

La sobreexpresion de COX-2 ademas puede predisponer a dafo en los podocitos glomerulares
renales de ratones transgénicos, que presentan albuminuria, disminucion en el tamafo de los
pedicelos y disminucidn de la proteina estructural nefrina, se sabe que en los podocitos el receptor
EP4 de la PGE2 es el subtipo de receptor principal y se cree que es esta prostaglandina la que
provoca la disociacién de la fibras de actina y alteraciones en los pedicelos (Cheng y cols., 2007). Por
otra parte en cultivos primarios de células mesangiales se demostré que el mismo receptor
participaba en el dafo glomerular al aumentar la expresién de colagena tipo | y fibronectina
inducidas por TGF-B3, Asimismo se describié un mecanismo de regulacién positiva en el que la
activacion de este receptor estimulaba en las células mesangiales la expresidon de COX-2 y de la PGE>

(Yang y cols. 2004).

Por otro lado, en otros modelos animales se observd que la inhibicion no selectiva de COX por la

administracion de AINEs disminuyd la presidon sanguinea en humanos y animales con estenosis
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arterial renal (Wang y cols., 1999). Por otro lado, la coartacién adrtica incrementa la expresién de
COX-2 en la macula densay en la porcién gruesa ascendente del asa de Henle y la inhibicion de COX-
2 reduce la actividad de renina y la presion sanguinea en este modelo de hipertensién vascular renal

(Wangy cols, 1999).

También existe evidencia de la participacion del SRA en el dafio renal. La inhibicion del receptor de
angiotensina ATy revirtio las alteraciones en la expresidn de proteinas relacionadas con la funcion e
integridad de los podocitos y la proteinuria en un modelo de estudio por sobre expresidn genética
de renina (Huby y cols., 2009). En un modelo de hipertensidon maligna, se describié aumento de la
actividad de renina intrarrenal, que escapaba de los mecanismos de regulacién normales lo que
ocasionaba aumento de los niveles de Ang Il, de la presidn intraglomerular y de la apoptosis en

células mesangiales (Efratti y cols., 2007).

Se demostrd que la inhibicidn directa de renina con el farmaco aliskireno disminuyd la albuminuria,
la citosina inflamatoria TNF-a. y la proteina C reactiva (un indicador de inflamacién), asi como
proteinas del complemento en un modelo transgénico de hipertension en ratas inducida por sobre
activacion del SRA (Miiller y Luft, 2006). Por otra parte la Ang Il, ademds de su funcién como
vasoconstrictor también induce la proliferacidn celular, la hipertrofia, la generacion de ROS, la
inflamacién y la estimulacion de la produccion de matriz extracelular a través de la produccién de
citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento y promueve el cambio de fenotipo de fibroblasto a
miofibroblasto, células que proliferan en espacios periglomerulares y peritubulares (Rister y Wolf,

2006).

Diversos estudios han demostrado ademas la relacion entre la COX-2 y el SRA. Los prostanoides
producidos por COX-2 en células de la macula densa pueden estimular el SRA al inducir la liberacién
de renina en las células yuxtaglomerulares vecinas (Cheng y cols., 2001; Harris y cols., 2004). A su
vez la Ang Il ejerce un mecanismo de regulacion negativa sobre la expresién de COX-2, mientras que
la activacion del receptor de renina prorrenina (PRR) a través de la activacion de vias de sefializacién
del tipo MAPK como ERK % y p38 estimulan la sobreexpresion de COX-2 y de proteinas de matriz
extracelular en células mesangiales (Nguyen y Miiller, 2010; Huang y cols., 2006 y Kaneshiro y cols.,

2006).
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5. METODOLOGIA

5.1 Material Bioldgico.

Ratas WKY y SHR fueron mantenidas en condiciones estandar de luz y oscuridad con alimento y agua
ad libitum. Se evaluaron dos etapas (prehipertensa e hipertensa) y los grupos se dividieron como se

observa en la siguiente tabla:

Etapa Grupo Numero de Edad inicial Edad término
animales (sem) (sem)

Prehipertensa WKY 6 4 6
SHR 6 4 6

Hipertensa WKY 6 4 12
WKY + celecoxib 6 4 12

WKY + captopril 6 4 12

SHR 6 4 12

SHR + celecoxib 6 4 12

SHR + captopril 6 4 12

Los procedimientos empleados en este proyecto se ajustaron a la norma oficial mexicana NOM-062-
Z00-1999, SAGARPA, Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales
de laboratorio.

5.2 Administracion del tratamiento farmacolégico.

En la segunda parte del proyecto, se evaluaron los tres grupos de ratas WKY y SHR, los cuales

recibieron en el agua de beber uno de los siguientes tratamientos a partir de la semana 4 y hasta la
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semana 12 de edad: celecoxib (1mg/Kg de peso por dia), captopril (30 mg/Kg de peso por dia) y el

grupo control recibié el vehiculo.

A estos grupos se les midié la presion arterial y para evaluar cambios morfoldgicos se midi6 el

tamafio de los glomérulos y el grosor de la membrana basal glomerular.

5.3 Medicidn de la presion arterial.

A todos los animales se les determind la presion arterial sistélica en estado consciente y por
triplicado por pletismografia no invasiva (Automatic blood pressure computer, LEICA, PanlLab,

Espafia).

Este pardmetro se evalué desde la semana 4 de edad y durante cada semana hasta el dia que se les

dio muerte a los animales de acuerdo a la técnica descrita por De Abril Ruiz-Leyja y cols, (2013).

La técnica consistio en colocar a los animales es un cepo para restringir su movimiento y colocarlos
en una camara a 37°C, posteriormente se les colocd un manguito de oclusién en la arteria caudal y
un transductor de presion para registrar la presidn arterial sistélica y diastdlica al desinflarse el anillo
del manguito de latex. El promedio de cuatro mediciones fue utilizado para registrar los niveles de

presidn arterial para cada rata.

5.4 Eutanasia de los animales y diseccidn del tejido renal.

Una vez llegada la edad o concluido el tratamiento se anestesid a los animales con pentobarbital
sédico (60 mg/kg de peso), se tomd una muestra sanguinea de la aorta con heparina como

anticoagulante.

Posteriormente se realizé una laparotomia para exponer la cavidad abdominal y colocar una canula
através de la arteria aorta para hacer circular amortiguador de fosfatos (PBS) a 4°C hacia los riflones
in situ y evaluar que la canula estuviera colocada correctamente y se retiré la capsula renal para
apartar las glandulas suprarrenales. Posteriormente, se realizd la extraccion de los rifiones

acoplados a la canula, con ayuda de la cual se acoplaron a una camara para érgano aislado en donde
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fueron perfundidos con PBS por 20 minutos con ayuda de una bomba peristaltica para eliminar

completamente la sangre.

5.5 Concentraciones plasmaticas de Angiotensina Il y angiotensina (1-7).

Una alicuota de plasma sanguineo de cada animal fue incubada con inhibidor de proteasas Complete
Mini (Roche diagnostics, Mannheim, Alemania) para prevenir la degradacidn peptidica. El plasma
fue limpiado de proteasas con metanol (Sigma Aldrich, Urbana IL, USA) en una proporcién de 1:10
y se centrifugd a 16000 x g por 10 min a 4°C. Se separd el sobrenadante y se agregd 5% de acido
tricloroacético (Sigma-Aldrich, Urbana, IL, USA) para eliminar proteinas, se mezcld y se centrifugo a
16000 x g por 10 min a 4°C. El sobrenadante se pasé por un filtro de membrana de nitrocelulosa de
0.22 um de poro y se diluyé con 0.1 M de NaOH, posteriormente la muestra (2 ml) se paso a través
de un cartucho Sep-Pak clasico C-18 (Waters Corporation, Milford, MA, USA). Un volumen de 100 pl

de la muestra final filtrada se utilizé para el analisis.

La angiotensina Il y la angiotensina 1-7 se detectaron y cuantificaron simultdaneamente por
electroforesis capilar en zona con deteccién de UV por una matriz de fotodiodos a una longitud de
onda de 200 nm. El andlisis se realiz6 usando un sistema P/ACE MDQ acoplado a un sistema de
deteccion UV-PDA (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA) controlado por un software 32 Karat
versién 7.0 (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA). Las concentraciones de angiotensina Il y

angiotensina 1-7 se determinaron por medio de curvas estandar.

5.6 Técnica histologica.

Una vez disecados los rifones, se cortaron de manera longitudinal y se sometieron al proceso de
fijacidén en paraformaldehido al 4% p/v en PBS. Posteriormente el tejido fue procesado con técnica
histoldgica de rutina deshidratando en soluciones de etanol en concentraciones ascendentes hasta
sumergirlo en etanol absoluto y xilol para finalmente incluir cada tejido en parafina. Posteriormente
se realizaron cortes histoldgicos de 4 um de grosor en un microtémo (Leica, Wetzlar, Alemania) y se

montaron en laminillas tratadas con poli-L-lisina.
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5.7 Tinciones histoldgicas.

Los cortes histoldgicos fueron tefiidos con la tincion general hematoxilina y eosina para evaluar el

tamafio de los glomérulos.

Para evaluar la presencia de fibrosis se realizaron las tinciones especiales tricrémica de Masson que
permite evaluar el aumento de coldgena (que se identifica con una coloracidn azul) y la tincién de
acido periddico de Schiff (PAS) que tifie carbohidratos de color magenta (en el rifién la membrana
basal glomerular es rica en carbohidratos por lo que el incremento en la presencia del color magenta
con la tincién de PAS indica mayor expresion en las proteinas de matriz extracelular que componen

esta estructura). Para detalles de la técnica ver el apéndice II.

5.8 Evaluacién de la ultraestructura por microscopia electronica de transmision.

Fragmentos de tejido renal de 1mm? se fijaron en una solucién de paraformaldehido al 4% con
glutaraldehido 2.5% en PBS por 90 minutos, se procesaron por técnica de rutina y se incluyeron en
resina epoxica EPON 812 y polimerizaron a 60°C por 24 horas. Para detalles de la técnica ver el

apéndice Il

Se realizaron cortes semifinos y se tifieron con azul de toluidina al 1% para observar en microscopio
Optico y cortes ultrafinos que se montaron en rejillas de cobre cubiertas con pelicula de formvar,
contrastadas con acetato de uranilo acuoso al 4% vy citrato de plomo al 0.35% durante 20 minutos y
10 minutos respectivamente y se capturaron imagenes de los glomérulos en un microscopio
electrénico de transmisién Jeol 1010 (Tokyo, Japén), para evaluar el grosor de la membrana basal
del glomérulo y otras alteraciones ultraestructurales como el cambio en la estructura de los

pedicelos.

5.9 Inmunohistoquimica de COX-2 y renina.

Para identificar cambios en la localizacion de la expresidn de la proteina de COX-2 y renina, se

identifico la presencia de la proteina de dichas enzimas mediante la técnica de inmunohistoquimica
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en cortes histolégicos de rifién, en la cual se emplearon anticuerpos primarios especificos y

anticuerpos secundarios acoplados a fluorocromos. Para detalles de la técnica ver apéndice II.

La visualizacién y la captura de las imagenes se realizaron en un microscopio de fluorescencia (Carl
Zeiss), se evaluaron 50 campos por rifidn de 4 animales por tratamiento con las mismas condiciones

de iluminacidn y tiempo de exposicion para cada muestra a 20X de magnificacién.

Con el propdsito de evaluar cambios en la cantidad de estructuras positivas para COX-2 el nimero
de glomérulos con macula densa positiva o el numero de tubulos renales positivos en 50 campos al

azar con magnificacion 20X.

5.10 Inmunohistoquimica del receptor renina prorrenina (PRR).

La inmunohistoquimica para detectar la proteina de PRR se realizd por medio de la técnica de
deteccion con diaminobencidina-peroxidasa. Los cortes histologicos se rehidrataron y la
recuperacion de los antigenos se realizé con la técnica descrita en el apéndice Il, posteriormente los
cortes de tejido se incubaron con un anticuerpo primario especifico anti-PRR o PBS en el caso de los
controles negativos y la de la deteccidn se realizé con un kit de deteccién de acuerdo a las
instrucciones del proveedor, los nucleos se contrastaron con hematoxilina. Las microfotografias se

capturaron en un microscopio optico (Carl Zeiss), con una magnificacion de 40x.

5.11 “Western Blot” de renina y COX-2.

La expresién de COX-2 y renina se evalud con la técnica de “Western Blot”, para lo cual se tomaron
50 miligramos de corteza renal de cada animal y se homogeneizaron en 1 mililitro de solucién de
RIPA, se cuantificaron las proteinas de las muestras y 100 pg de proteina de cada una fueron
sometidas a una electroforesis en gel de poliacrilamida para separar las proteinas por tamaiio y
posteriormente se transfirieron a una membrana de PVDF. Después de bloquear la membrana se
incubd toda la noche con anticuerpos especificos y anticuerpos secundarios acoplados a

fluorocromos finalmente se capturaron las imagenes en un sistema de deteccidn tipo Oddysey vy el
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andlisis densitométrico de las bandas se realizé con el software Image J (Los detalles de la técnica

se encuentran en el apéndice Il).
5.12 Analisis estadistico.

En todos los casos, los resultados se analizaron mediante t de student o prueba estadistica de

ANOVA de dos vias, segun el caso empleando el software estadistico Sigma Plot version 11.0.
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6. RESULTADOS.

6.1 Evaluacion de la presidn arterial.

La presion arterial se mantuvo en el rango normal desde la semana 5 hasta la semana 7 en ambas
cepas, mientras que la presidén de las SHR se incrementd de manera progresiva de la octava a la

doceava semana de edad cuando ya se observa presion arterial en el rango de hipertensidn arterial

(Fig 1).
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5 sem 6 sem 7 sem 8 sem 9 sem 10 sem 11sem 12 sem Edad

Fig 1. Presion arterial sistolica de ratas WKY y SHR a distintas edades. Se presentan los valores de presion
arterial sistdlica en milimetros de mercurio (mmHg) de ratas WKY (barras blancas) y SHR (barras gris) desde
la semana 5 de edad hasta la semana 12 de edad. Las barras representan la media + el error estandar de la

media (sem). n 2 6. *P < 0.05 vs WKY.

6.2 Etapa prehipertensa de 6 semanas de edad.

6.2.1 Determinacion de las concentraciones plasmaticas de Ang Il, Ang (1-7), urea y creatinina.

A las 6 semanas de edad la presidn sanguinea de ambas cepas estuvo en el rango normal sin

diferencias significativas entre la cepa WKY y la cepa SHR (WKY 107.8 + 3.8 y SHR 111.8 + 3.4 mmHg).

44



En contraste, la frecuencia cardiaca fue significativamente mayor en las ratas prehipertensas SHR

gue en las ratas WKY (WKY 416.0 £ 6.1 y SHR 458.0 + 8.0 frecuencia cardiaca, P < 0.05).

Para evaluar la actividad de RAS, determinamos la concentracién plasmatica de angiotensina Il y
angiotensina (1-7). La concentracién de angiotensina Il fue significativamente mayor en las SHR
prehipertensas que en las ratas WKY, mientras que, la concentracion plasmatica de angiotensina

(1-7) fue significativamente menor en las ratas de la cepa SHR (Fig. 2).
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Fig 2. Concentracidn plasmatica de angiotensina Il (Ang Il) y Ang (1-7) en ratas de la cepa WKY (barras
blancas) y ratas espontaneamente hipertensas, SHR (barras grises). (A) La concentracién plasmatica de Ang
Il en la cepa SHR fue mayor que en la cepa WKY. (B) La concentracidén plasmatica de Ang (1-7) en la cepa SHR
fue menor que la cepa WKY. Las barras representan la media y los puntos de cada dato individual. N=6, *P<

0.05 vs WKY.

Para evaluar la funcién renal determinamos la concentracién plasmatica de urea y creatinina en
ambos grupos. La cepa SHR de 6 semanas de edad prehipertensas no presentdé diferencias
estadisticamente significativas en la concentracion plasmatica de urea (12.4 + 1.07 mg/dl)
comparada con las WKY (13.6 + 1.46 mg/dl) y tampoco en la concentracion plasmatica de creatinina

en la cepa SHR (0.232 £ 0.029 mg/dl) en comparacién con la cepa WKY (0.308 £+ 0.55 mg/dl).
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6.2.2 Histopatologia renal.

En las imagenes de microscopia Optica de la corteza renal de ambas cepas podemos observar
corpusculos renales que aparece como una estructura esferoidal formados por el glomérulo que es
un ovillo de capilares rodeados por una estructura de epitelio bilaminar llamada capsula renal o
capsula de Bowman. También se observan tubulos contorneados proximales que presentan un
borde en cepillo que se observa claramente en regidn apical de las células tubulares con la tincién
de PAS con la cual se tifie de color magenta (Fig 3C y D). En los tubulos contorneados proximales la
luz tubular se observa frecuentemente en forma de estrella y presentan un didmetro externo un
poco mayor que los tubulos contorneados distales que se observan en menor cantidad en estas
micrografias. Los tubulos distales exhiben una superficie luminal mas nitida y mejor definida, y
ademas normalmente aparecen menos nucleos en un corte transversal de un tibulo proximal que

en un segmento equivalente de un tubulo distal.

En los cortes histoldgicos observados en este estudio, la corteza renal de las ratas de la cepa WKY
se observa sin alteraciones aparentes. En comparacién con la cepa WKY, la cepa SHR a las 6 semanas
de edad presentd esclerosis difusa en los capilares glomerulares que se presenta como una
acumulacién de matriz extracelular positiva a la tincion de PAS (flechas) que no se observd en la
cepa WKY (Fig 3D), asi como una mayor presencia de colagena (flechas) que es una de las principales
proteinas de matriz extracelular evidenciada por la tincién tricrdmica de Masson (3F). Ademas la
cepa SHR presentd incremento en la proliferacion de células mesangiales y engrosamiento de la
membrana basal glomerular comparado con la cepa WKY, asi como hipertrofia tubular renal e

incremento de proteina intra tubular.

Una de las alteraciones mas evidentes en la corteza renal de las SHR prehipertensas de 6 semanas

de edad fue una mayor area glomerular en comparacion con la cepa WKY que se observa en los

cortes histolégicos (Fig 3B, D y F) y de manera grafica (Fig 4).
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Fig 3. Tinciones H y E, PAS y Masson en cortes histoldgicos de corteza renal de ratas WKY y SHR. Imagenes
de cortes histoldgicos tefiidos con HyE en la cepa WKY (A) y SHR (B) donde se observa hipetrofia glomerular.
Imagenes de cortes tefidos con la tincion de PAS en la cepa WKY (C) y SHR (D), en esta cepa se observa
aumento de la coloracién magenta que caracteristica del incremento de matriz extracelular ¢ fibrosis (flecha).
Imagenes de cortes tefiidos con la tincidn tricrdmica de Masson en la cepa WKY (E) y SHR (F), en la cepa SHR
se observa aumento de colagena evidenciado por una coloracién azul intensa (flecha). De manera de ejemplo
se colocaron abreviaturas en algunas estructuras morfoldgicas: CR, corpusculo renal; TCP, tubulo

contorneado proximal; TCD, tubulo contorneado distal.
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Fig 4. Evaluacion del area del glomérulo a las 6 semanas de edad. Las barras representan la media del area
glomerular y los puntos de los datos individuales de ratas WKY y SHR de 6 semanas de edad. n=6 *P <0.05
vs WKY 6sem.

En cuanto a la evaluacion morfolégica de la vasculatura renal, en los cortes histoldgicos se observa
la morfologia caracteristica de las arterias, con la tunica intima formada por las células endoteliales,
la tunica media formada por células musculares lisas y la tunica adventicia formada por tejido

conjuntivo.

En las arterias de la cepa WKY, no se observaron modificaciones morfoldgicas, mientras que en la
cepa SHR se presenté un incremento de coldgena | en la tunica media y adventicia (flecha)
evidenciado por la tincién tricromica de Masson (Fig 5B), asi como por la presencia de fibras

reticulares (colagena lll) en la pared arterial (Fig 5D).

Uno de los hallazgos mas evidentes presentados en la cepa SHR, fué la disminucidn en el diametro

luminal de los vasos sanguineos e hipertréfia de la tinica media (Fig 6), ademas las arterias de la

cepa SHR mostraron remodelacion de la elastina.
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Fig 5. Tincidn tricromica de Masson y fibras reticulares en cortes histolégicos de rifion de ratas WKY y SHR.
En las imagenes se observan arterias renales de la corteza renal de ratas WKY (A) y SHR (B) de 6 semanas de
edad con la tincién tricrémica de Masson donde se observa hipertrofia de la tunica media en la cepa SHR y
presencia de fibras de colagena tipo | de color azul (flecha). También se muestran imagenes representativas
de arterias renales con la tincion de fibras reticulares (colagena Ill) que se observan como fibras negras por
la tincion de plata, para la cepa WKY (C) y para la cepa SHR (D), donde se observa aumento de este tipo de
fibras en la tunica media (flecha).
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Fig 6. Evaluacion del grosor de la pared arterial a las 6 semanas de edad. Las barras representan el promedio
del area glomerular de ratas WKY y SHR de 6 semanas de edad. n=6 *P < 0.05 vs WKY 6sem.

6.2.3 Microscopia electrénica.

En las imagenes de la ultraestructura, se observa una porcién de los capilares glomerulares renales
con un fragmento del aparato de filtracidn que esta compuesto por el endotelio glomerular, la
membrana basal glomerular subyacente y la capa visceral de la capsula de Bowman formada por

células denominadas podocitos.

Las células endoteliales de los capilares glomerulares se observan con numerosas fenestraciones lo
gue le da un aspecto de coladera y en un corte transversal se observan como una linea punteada.
La membrana basal glomerular es una lamina gruesa producto de las células del endotelio y de los
podocitos y esta formada de proteinas de matriz extracelular, proteoglicanos y glucoproteinas. Los
podocitos emiten sus evaginaciones alrededor de los capilares glomerulares y en las
ultramicrofotografias pueden observarse las prolongaciones de su citoplasma (pedicelos) alrededor

de la membrana basal glomerular.
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En la cepa WKY la estructura trilaminar de la barrera de filtracién glomerular fue normal, con
morfologia normal de los podocitos y de las fenestraciones de las células endoteliales y ausencia de
engrosamiento de la membrana basal glomerular. Sin embargo, la membrana basal glomerular de
la cepa SHR estaba engrosada y habia regiones con multilaminacién, una minima fusién en los

pedicelos de los de los podocitos y disminucién de las fenestraciones endoteliales (Fig 7 y Fig 8).
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Fig 7. Imagenes ultraestructurales de la membrana basal glomerular de ratas WKY y SHR. Se observan
imagenes ultraestructurales de la barrera de filtracién de ratas WKY (A,BY C) y SHR (D,E Y F) de 6 semanas
de edad (flechas). Se muestra la estructura normal en la cepa WKY y el engrosamiento de la membrana basal
glomerular en la cepa SHR con multilaminacién en la membrana basal glomerular. Barra= 2um (A y D), Barra=

500nm (B, C, E y F). CE, célula endotelial; Pod, podocito; p, pedicelo; f, fenestraciones de la célula endotelial;
(*) membrana basal glomerular.
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Fig 8. Evaluacion del grosor de la membrana basal glomerular. La grafica representa el promedio del grosor
de la membrana basal glomerular y los puntos con los datos individuales de ratas WKY y SHR de 6 semanas
de edad. n=6 *P <0.05 vs WKY.

6.2.4 Inmunolocalizacion de PRR, renina y COX-2.

Por medio de la técnica de inmunohistoquimica se detectd la proteina de PRR en la corteza renal de
las ratas WKY y SHR mediante la coloracidon café resultado de la reaccién enzimatica de la peroxidasa
presente en los anticuerpos especificos contra dicha proteina (flechas), especificamente en la region

apical de las células del epitelio tubular renal de ambas cepas (Fig 9Ay B).

Este receptor también se detectd en los glomérulos de las dos cepas (puntas de flecha), sin embargo
fue mas abundante en la cepa SHR que en la cepa WKY donde se observaba una coloracién café mas

intensa (Fig 9B).

La proteina de PRR no se detectd en los controles negativos en los cuales solo se colocd el

anticuerpo secundario, lo que indica que la sefal obtenida no es producto de la unién inespecifica

de este anticuerpo.
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Fig 9. Inmunolocalizacion del receptor de renina prorrenina (PRR) en cortes histolégicos de rifidn de ratas
WKY y SHR. En las imagenes se localiza a la PRR en la corteza renal de ratas WKY (A) y SHR (B) de 6 semanas
de edad, en donde se puede identificar con una coloracidon café. La proteina se encuentra expresada
principalmente en las region apical de las células epiteliales tubulares de la corteza renal (flechas). En el caso
de la cepa SHR la proteina se encuentra también de manera abundante en los glomérulos (cabeza de flecha).

En los controles negativos sin anticuerpo primario no se observa sefial positiva en la cepa WKY (C) y SHR (D).
Magnificacion 40X.

Mediante la técnica de inmunofluorescencia se observd que la proteina de COX-2 esta presente
principalmente en la macula densa de ambas cepas, sin embargo esta enzima tuvé una mayor
presencia en otros segmentos de los tubulos renales de las SHR (0.948 + 0.063 en SHR comparado

con 0.75 + 0.008 fragmentos tubulares por campo en WKY) (Fig 10).
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Fig 10. Inmunolocalizacién de COX-2 en cortes histolégicos de rifidn de ratas WKY y SHR. La COX-2 estd
presente en la macula densay en células epiteliales tubulares en la cepa SHR con la sefial positiva evidenciada

por el fluorocromo FITC (color verde brillante), en ratas WKY(A) y SHR (D) de 6 semanas de edad. Los nucleos
de las células estan marcados con yoduro de propidio en rojo, y se muestra el acoplamiento de ambas marcas
con una imagen de contraste de fases, WKY (By C) Y SHR (E y F) respectivamente. Magnificaciéon 40X.

La proteina de renina se detectd sélo en las células yuxtaglomerulares de ambas cepas. El nimero
de glomérulos con células yuxtaglomerulares positivas a renina fue similar en la cepa SHR en
comparacion con la cepa WKY (0.73 + 0.08 comparado con 0.87 + 0.05 glomérulos con células

yuxtaglomerulares positivas a renina por campo respectivamente) (Fig 11).
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Fig 11. Inmunofluorescencia de renina en cortes histoldgicos de rifidon de ratas WKY y SHR. Expresion de
la proteina de renina presente en células yuxtaglomerulares con la sefial positiva evidenciada por el
fluorocromo FITC (color verde brillante), en corteza renal de ratas WKY(A) y SHR (D) de 6 semanas de edad.
Los nucleos de las células estan marcados con yoduro de propidio en rojo, y se muestra el acoplamiento de
ambas marcas con una imagen de contraste de fases, WKY (B y C) Y SHR (E y F) respectivamente.
Magnificacion 40X.

6.2.5 Cuantificacidn relativa del contenido de renina y COX-2 por “Western Blot”.

El perfil de expresion de COX-2 y renina en la corteza renal fue evaluado por medio de la técnica de
“Western Blot”. En ambas cepas se detectaron dos bandas de COX-2, una de 72 kDa y otra de 140
kDa, sugiriendo que esta ultima corresponde a un dimero para la proteina COX-2. Por medio de
densitometria se demostré que la expresién de la proteina COX-2 fue mayor en la cepa SHR

comparada con la cepa WKY.
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Para la proteina renina se detectaron dos bandas en la corteza renal de la cepa SHR una de 54 kDa
gue corresponde a renina inmadura y una de 37 kDa que corresponde a renina madura. En el caso
de la cepa WKY sdlo se detectd la banda de 37 kDa y la cantidad de este tipo de renina madura
evaluado por densitometria fue significativamente mayor en esta cepa que en la SHR, sin embargo

en la SHR la expresidn de renina inmadura fue incrementada en la cepa SHR comparada con la cepa

WKY (Fig 12).
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Fig 12. Andlisis de la expresion de COX-2 y renina con la técnica de “Western Blot”. Se muestra la proteina
de COX-2 en color rojo y la beta actina en color verde (A). También se muestra la expresidén de renina madura
e inmadura en color verde y la beta actina en color rojo (B). La proteina de COX-2 es mas abundante en la
corteza renal de la cepa SHR (C). La renina madura es menos abundante en la cepa SHR comparado con la
WKY (D), mientras que la renina inmadura fue mucho mas abundante en la misma cepa (E). Las barras
representan la media y los puntos con los datos individuales. n=6 *P < 0.05 vs WKY.
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6.3 Tratamiento farmacolégico con celecoxib y captopril.

6.3.1 Evaluacion de la presion arterial a ratas tratadas con celecoxib y captopril.

La presion arterial no mostré cambios en la cepa WKY debidos al tratamiento presentando valores
de presién arterial dentro del rango normal (Fig 13A). La presién arterial de las SHR se elevd a partir
de la semana 8 en el grupo sin tratamiento y en el grupo tratado con celecoxib, mientras que el

tratamiento con captopril, previno el aumento de la presion arterial (Fig 13B).
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Fig 13. Niveles de presion arterial de ratas WKY y SHR. En la grafica se presentan los niveles de presion
arterial sistélica en milimetros de mercurio (mmHg) de ratas WKY (A) y SHR (B) desde la semana 5 de edad
hasta la semana 12 de edad. Los puntos representan la media * el error estandar de la media (sem). n=6 *P

< 0.05 vs SHR.

6.3.2 Evaluacién histopatoldgica de los grupos tratados farmacolégicamente.

La morfologia renal de la cepa WKY de 12 semanas de edad mostré caracteristicas normales y no se
vio afectado por ninguno de los tratamientos. El grupo SHR control (Fig 14A), presentd hiperplasia
de células mesangiales, aumento de la matriz mesangial, pérdida de células tubulares e incremento
en el area de los glomérulos (Fig 15). El tratamiento con celecoxib mejord la estructura renal al
disminuir la hipercelularidad y la matriz mesangial (Fig 14E) y se normalizé el drea de los glomérulos

(Fig 15). En el caso del tratamiento con captopril se observaron alteraciones similares al grupo
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control (Fig 14F) y no se presentd mejoria evidente a nivel glomerular mostrando el mismo

incremento del area de los glomérulos que en el caso del grupo SHR control (Fig 15).

Fig 14. Tincion HyE en cortes histoldgicos de corteza renal de ratas WKY y SHR. En las imagenes se observan
glomérulos renales en cortes histoldgicos de corteza renal de ratas WKY (A-C) y SHR (D-F) control (A y D),

tratadas con celecoxib (B y E) y tratadas con captopril (Cy F). Magnificacion 20X.
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Fig. 15 Evaluacion de area del glomérulo. Se presenta el area del glomérulo de ratas WKY y SHR tratadas con
celecoxib (WKY+CELE y SHR+CELE respectivamente) y tratadas con captopril (WKY+CAPTO Y SHR+CAPTO
respectivamente). Las barras representan la media + el error estandar de la media (sem). n=6 *P < 0.05 vs

WKY.
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A nivel ultraestructural, evaluamos cambios en el grosor de la membrana basal glomerular (Fig. 16).
En el caso de la cepa WKY la morfologia de la barrera de filtracion no presentd alteraciones en
ninguno de los grupos, mientras que en la cepa SHR se encontré el aumento en el grosor de la
membrana basal glomerular. El tratamiento con celecoxib normalizé este pardmetro, pero no asi el

tratamiento con captopril, ya que este grupo tuvo un aumento similar al grupo testigo (Fig 17).

Fig 16. Ultraestructurales de la membrana basal glomerular de ratas WKY y SHR. Se observan imagenes

ultraestructurales de la membrana basal del glomérulo (flecha) de ratas WKY (A, BY C) y SHR (D, EY F) control
(A'y D), tratadas con celecoxib (B y E) o tratadas con captopril (Cy F). Magnificacién 25000X.
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Fig 17. Evaluacion del grosor de la membrana basal glomerular. Se presenta el promedio del grosor de la
membrana basal glomerular de ratas WKY y SHR control, tratadas con celecoxib (WKY+CELE y SHR+CELE
respectivamente) y tratadas con captopril (WKY+CAPTO y SHR+CAPTO, respectivamente). Las barras

representan la media + el error estandar de la media (sem). n=6 *P < 0.05 vs WKY
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7. DISCUSION.

En este trabajo describimos las alteraciones morfoldgicas y funcionales en una etapa temprana en
el desarrollo de la hipertensién arterial en el modelo SHR e identificamos cambios en la expresidn
yo localizaciéon de COX-2, renina, PRR y otros componentes del SRA, como Ang Il y Ang (1-7), asi
también evaluamos la relacion entre las alteraciones morfoldgicas y dichas vias enzimaticas una vez

gue la hipertensién arterial se esta estableciendo en la cepa SHR.

Nuestros datos mostraron un incremento en el area de los glomérulos renales en las ratas SHR
prehipertensas comparados con las ratas WKY sugiriendo la presencia de hipertrofia glomerular en
estas ratas jévenes, una posible causa de esta alteracion es la hiperplasia de células mensangiales,
misma que se observd en los glomérulos de la cepa SHR. Mediante estudios in vitro se ha
demostrado que las células mesangiales de la cepa SHR muestran una mayor tasa de crecimiento
gue aquellas de la cepa WKY (Lopes de Faria y cols. 1997). Ademas, en respuesta a diferentes
estimulos las células mesangiales pueden adquirir un fenotipo activo y mostrar hipertrofia,
proliferacién y un aumento en la produccion de proteinas de matriz extracelular, factores de
crecimiento y citocinas (Abboud y cols., 2012; Schlondorff y Banas, 2009). De esa manera las células
mesangiales de los glomérulos en las SHR de seis semanas de edad pueden estar respondiendo a
estimulos paracrinos y autocrinos que inducen su activacion y un proceso inflamatorio temprano

qgue puede contribuir a la hipertrofia glomerular.

Ademas de los cambios morfolégicos mencionados anteriormente la membrana basal glomerular
de las SHR mostrd diversas regiones con apariencia multi laminar. Aunque este fendmeno no se
observo en la mayoria de los capilares de los glomérulos de esta cepa, lo que descarta al sindrome
de Alport; ya que no presentan mutaciones en los genes que codifican a la colagena IV que es una

de las caracteristicas de este sindrome (Lin y cols., 2014).

Las SHR son prehipertensas por las primeras 6 semanas de vida cuando su presion arterial fue de

100-120 mmHg (Adams y cols., 1989; Dang y cols., 1999., Rodriguez-lturbe y cols., 2005), cuando

son adultas su presion arterial alcanzan de 180-200 mmHg (Pinto y cols., 1998). Aunque otros
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autores han reportado aumento en los niveles de presién arterial mayores a 140 mmHg antes de las
6 semanas de edad (Fukuda y cols., 2004; Lee y cols., 2010; Tikellis y cols., 2006), nosotros decidimos
evaluar 6 semanas de edad debido a que representa un periodo en el que las SHR de nuestra colonia

aun es prehipertensa (Castro-Moreno y cols., 2012).

La ausencia de diferencias significativas en la presion arterial de las dos cepas, indica que el
surgimiento de los cambios morfoldgicos observados en el rindn de las ratas SHR de 6 semanas de
edad son independientes del aumento de la presidn arterial que se presenta en la cepa SHR en
edades mas avanzadas y parecen mads estar relacionados a mecanismos neuroendocrinos o

inflamatorios.

En este estudio demostramos un incremento en la expresion de la proteina de COX-2 en la corteza
renal de las ratas SHR prehipertensas. Estudios previos demostraron que la sobreexpresion de COX-
2 esta implicada en dafio renal progresivo en un modelo de nefropatia inducida por ablacién renal
en ratas, debido a que la inhibicidén crénica de la COX-2 atenud el dafio al reducir la hipertensién
glomerular y la inflamacién renal (Fujihara y cols., 1998). Ademas el tratamiento con Celecoxib un
inhibidor selectivo de la COX-2 previno la hipertrofia de los tubulos proximales y la proporcion
proteina/DNA en ratas diabéticas (Vazquez-Cruzy cols., 2013) indicando que la COX-2 esta implicada
en el desarrollo de la hipertrofia renal en la diabetes. También se demostré que la COX-2 promueve
la proliferacion de las células mesangiales en cultivo celular bajo condiciones de estrés (Li y cols.,
2016). Por lo que nuestros resultados sugieren que los prostanoides derivados de la COX-2 pueden

estar asociados con las alteraciones morfoldgicas en el rifndn de las SHR prehipertensas.

En este estudio demostramos un incremento en la expresion de la proteina de COX-2 en la corteza
renal de las ratas SHR prehipertensas. Estudios previos demostraron que la sobreexpresion de COX-
2 esta implicada en dafio renal progresivo en un modelo de nefropatia inducida por ablacién renal
en ratas, debido a que la inhibicidén crénica de la COX-2 atenud el dafio al reducir la hipertensién
glomerular y la inflamacién renal (Fujihara y cols., 1998). Ademads el tratamiento con celecoxib, un
inhibidor selectivo de la COX-2, previno la hipertrofia de los tubulos proximales y la proporcion

proteina/DNA en ratas diabéticas (Vazquez-Cruzy cols., 2013) indicando que la COX-2 estad implicada
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en el desarrollo de la hipertrofia renal en la diabetes. También se demostré que la COX-2 promueve
la proliferacion de las células mesangiales en cultivo celular bajo condiciones de estrés (Li y cols.,
2016). Por lo que nuestros resultados sugieren que los prostanoides derivados de la COX-2 pueden

estar asociados con las alteraciones morfoldgicas en el rifndn de las SHR prehipertensas.

En este estudio se localizd a la COX-2 en células tubulares sin embargo no se identificd la region
tubular en la que esta proteina esta presente. En ratas se ha demostrado la presencia de COX-2 en
la region de la macula densa y en la porcidn gruesa ascendente del asa de Henle en la corteza y en
la médula externa (Harris y cols., 1994; Vio y cols., 2001). Con respecto al significado funcional de la
presencia de COX-2 en estas regiones de la corteza renal, se ha demostrado que esta enzima
participa en la reabsorcion tubular de sodio y en la liberacidn de la renina (Harris y cols., 1994; Peti-
Peterdiy Harris 2010) también participa en la regulacién de la retroalimentacién tubulo glomerular
y en la regulacion de la respuesta de las arteriolas aferentes ante el aumento de presion (Ichiharay

cols., 1999).

Es posible que la sobreexpresion de COX-2 en la corteza renal de SHR como se demuestra en este
estudio, también contribuya a la sobre activacién de RAS al promover el incremento en la
produccidn de renina en las SHR prehipertensas. A este respecto, se encontré una mayor cantidad
de renina inmadura y disminucidn en la cantidad de renina madura en la corteza renal de SHR, estos
datos aparentemente contradictorios se pueden explicar por reportes previos que mostraron que
la liberacién de renina madura en condiciones basales en la cepa SHR era mayor en comparacion
con el control (Henrich y Levi, 1991); por lo cual sélo encontramos aumentada la renina inmadura
gue no puede ser secretada. Otra evidencia de la sobreactivacion de RAS demostrada en este
estudio es una mayor concentracién de Ang Il plasmatica en las ratas SHR prehipertensas
comparadas con las ratas WKY. Esta informacidn sugiere que en las SHR prehipertensas podria estar
presente un mecanismo de regulaciéon entre COX-2 y renina como se ha demostrado en otros

modelos de hipertensién (Guzman-Hernandez y cols., 2015).

Sin embargo, no se puede descartar la participacidon de otros sistemas en la activacidén del RAS en

estas ratas, debido a que la actividad del sistema nervioso simpatico esta incrementada en ratas
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SHR prehipertensas (Cates y cols., 1985; Dang y cols., 1999; Larsen y cols., 2016). Es bien sabido que
este sistema incrementa la liberacion de renina a través de la estimulacién de los receptores
adrenérgicos betal en células yuxtaglomerulares. En este estudio la cepa SHR prehipertensa mostré
incremento en el pulso cardiaco comparado con la cepa WKY un marcador del sistema nervioso
simpatico (Shanks y cols., 2013), por lo que este sistema también puede estar involucrado en la
activacion del RAS en las SHR prehipertensas. Ademas el sistema nervioso simpatico y la sobre
activacién de RAS pueden estar relacionados a la hipertrofia de las arteriolas y al incremento en los
niveles de colagena vasculares que observamos en esta etapa en las SHR; debido a que la infusion
de angiotensina Il promueve la hipertrofia de la aorta a través de sus receptores AT1 y a receptores
adrenérgicos alfa 1D (Gallardo-Ortiz y cols., 2015). El engrosamiento de las paredes vasculares
puede ocasionar a su vez alteraciones a los tejidos irrigados ya que la distancia de difusion del
oxigeno a través del musculo liso incrementa ocasionando hipertrofia y dafio isquémico al

glomérulo y a las estructuras tubulo intersticiales (Mennuniy cols., 2014).

En este estudio se observo una mayor presencia de matriz extracelular en la cepa SHR que no se
observo en la cepa WKY mediante la tincién de PAS y se confirmé con la tincién tricrémica de
Masson que detecta fibras de colagena que es una de las principales proteinas de matriz
extracelular. Esta evidencia indica que el incremento de la matriz extracelular puede contribuir a las
alteraciones morfoldgicas observadas en el rifidn de las ratas prehipertensas, ya que el aumento en
el grosor de la membrana basal glomerular y el incremento en la produccidon de matriz extracelular
se han relacionado con la hipertrofia glomerular (MacKay y cols., 1990; Miner, 2011). Aunado a lo
anterior, tanto COX-2 como SRA estdn entre las vias implicadas en la estimulacion de la produccién
de matriz extracelular. En un modelo de hipertensién renovascular, la fibrosis intersticial renal
disminuyé después de la inhibicion de COX-2 (Richter y cols., 2004). Ademas diferentes
componentes de SRA como Ang Il, Ang Il y la aldosterona son promotores de la fibrosis al activar la
sefializacion de factores de crecimiento como el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B)
gue regula la produccién de matriz extracelular (Macconiy cols., 2011; Mennuniy cols., 2014; Wolf,
2006). Otros estudios han mostrado que la sobre actividad de SRA y COX-2 también estd relacionada
el dafio a otras células esenciales en la funcion glomerular como son los podocitos (Agrawal y cols.,

2014; Huby y cols., 2009; Nijenhuis y cols., 2011). En el glomérulo estas células estan implicadas en
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la remodelacion de la membrana basal glomerular ya que sintetizan y ensamblan los componentes
de la matriz extracelular y producen metaloproteasas de matriz extracelular en condiciones

normales y patoldgicas (Shankland, 2006).

La disminucién en los niveles de Ang (1-7) observados en este estudio también pueden contribuir a
las alteraciones renales de las ratas SHR prehipertensas, debido a que tiene actividad
renoprotectora y contrarresta los efectos de Ang Il en condiciones patoldgicas como la diabetes y la

hipertension (Padda y cols., 2015; Patel y cols., 2016).

Otro de los componentes del SRA evaluado en este estudio a la edad de 6 semanas fue el receptor
de renina prorrenina (PRR). Recientemente se demostrd que este receptor, se encuentra localizado
en las células mesangiales, podocitos, la macula densa, los tubulos contorneados proximales y
distales y en mayor cantidad en la superficie luminal de las células intercaladas (Advaniy cols., 2009;
Huangy cols., 2006). La proteina de PRR se detectd en la membrana apical de los tubulos renales en
la corteza de las ratas WKY y SHR prehipertensas de 6 semanas de edad, aunque no se caracterizé
la regidon de los tubulos renales en los cual se expresaba este receptor. PRR también se localizé en
los glomérulos de las dos cepas pero fue mds abundante en la cepa SHR en comparacién con las
WKY. El incremento de renina inmadura observada en la corteza renal de las SHR prehipertensas
también puede estar implicado en las alteraciones renales observadas a través de la activacién de

PRR en esta cepa de ratas.

Para evaluar si los cambios morfoldgicos observados en este estudio estaban relacionados con
alteraciones funcionales en el rifidn, se evaluaron los niveles plasmaticos de urea y creatinina. No
encontrando cambios en estos parametros en las SHR prehipertensas lo que indicé que la funcién
renal todavia no se habia alterado o también a la presencia de una adaptacion compensatoria de la
masa renal residual que enmascara la pérdida de la funcién (Cowgill y cols., 2016). Nuestros
resultados son consistentes con estudios previos que demostraron que la excrecidn urinaria de bio
marcadores de dafio renal temprano, como albuimina, osteopontina y KIM-1 no estaban
modificados en SHR de 6 Y 8 semanas de edad (Gan y cols., 2018; Heijnen y cols., 2014; Inoue y cols.,

2013).
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Para conocer si la COX-2 y el SRA participaban en las alteraciones morfoldgicas encontradas, se
realizd la inhibicion farmacoldgica de COX-2 y de la inhibicién la ECA desde una etapa
prehipertensiva (4 semanas de edad), hasta las 12 semanas de edad, cuando la hipertension ya se

estd estableciendo.

En este estudio se demostrd que los prostanoides producidos por la COX-2 estan relacionados con
alteraciones estructurales en el rifiédn cdémo el aumento del drea del glomérulo y el grosor de la
membrana basal glomerular en la cepa SHR, porque la inhibicién de esta enzima con el farmaco
celecoxib previno la aparicién de estas alteraciones. En otros estudios de dano renal también se ha
reportado la participacion de la COX-2 en alteraciones renales, como es en el modelo de ratas
hipertensas fawn-hooded en el que se encontré aumento de esta ciclooxigenasa previamente al
desarrollo de glomeruloesclerosis (Weichert y cols., 2000), asi mismo, se demostré en un modelo
de enfermedad renal poliquistica que la administracion de celecoxib disminuye alteraciones como
el indice fibrético y la infiltracion leucocitaria al rifidn, asi como, la proliferacidon celular de células
epiteliales quisticas por un mecanismo dependiente de la via de sefializacion VEGF/VEGFR-2/Raf-

1/MAPK/ERK (Xu y cols., 2012).

Cabe destacar el hecho de que el Celecoxib no evitd el aumento en la presidn sanguinea en la SHR,
una posible explicacion es que al inhibir a COX-2 estamos bloqueando parcialmente la produccion
de prostanoides. Las prostaglandinas producto de las ciclooxigenasas son importantes reguladores
de la funcién renal y de la presidn sanguinea a través de diferentes mecanismos como son promover
la excrecién de sodio y agua y actuar como moléculas vasoactivas. Los prostanoides asociados a la
COX-2 en el rifidn como la PGl, y la PGE; tienen un efecto vasodilatador que contrarresta el aumento
de la presién sanguinea, por lo que la inhibicién de la COX-2 con celecoxib puede estar afectando

estas funciones.
Por otra parte también demostramos que el aumento de la presidn sanguinea en la cepa SHR esta

relacionado con la sobre activacion del SRA, como se demostré por los niveles elevados de Ang Il y

la disminucién de Ang (1-7) desde una edad prehipertensa y porque la inhibiciéon de la enzima
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convertidora de angiotensina (ECA) con el farmaco captopril, previno el aumento de la presién
sanguinea en esta cepa. Algunos de los mecanismos que intervienen para disminuir la presién
sanguinea por la inhibicion de la ECA son principalmente la disminucion en la produccion del
principal efector del sistema: la Ang Il, sin embargo también se ha demostrado que el captopril
ocasiona el aumento de la Ang (1-7) (Castro-Moreno y cols., 2012) que tiene funcién vasodilatadora
gue contrarresta el efecto de la Ang Il. Ademas se bloquea la funcidn inhibitoria de la ECA sobre la

bradicinina, otra molécula con funcidn vasodilatadora.

Otro hallazgo interesante fue que el tratamiento con captopril no previno las alteraciones
morfoldgicas en el rifdn como podriamos esperar; debido aque se ha reportado que el tratamiento
con este farmaco previene alteraciones estructurales y funcionales en arterias de bajo calibre del
lecho vascular mesentérico en SHR (Lee y cols 1991). Una posible explicacion a este fendmeno es la
intervencion de otros componentes del RAS en las alteraciones estructurales presentes en la cepa
SHR, especificamente la renina, cuya cantidad puede aumentar al disminuir el efecto de
retroalimentacidén negativa que tiene sobre esta enzima la Ang Il cuando se bloquea su produccién
por efecto del captopril y a través de mecanismos independientes de la activacidn de la via clasica

de RAS y que se relacionan con la unién a su receptor PRR.

Se ha descrito que el PRR activa la via de sefalizacidén de las proteinas cinasas dependientes de
mitégenos (MAPK), especificamente ERK %, en muchos tipos celulares en el rifién incluyendo las
células de los conductos colectores (Advani y cols., 2009; Huang y cols., 2006). La activacién de ERK
1/2 incrementa la proliferacion celular y estimula la produccién de TGF-B y la sobreexpresion de
factores profibroticos como el inhibidor del activador de plasmindgeno, la fibronectina y colagena
(Krop y cols., 2013). La activacion de PRR también esta relacionada a dafio vascular en el rifién (Rusai
y cols., 2011) e incluso se ha encontrado que PRR de manera directa o indirecta contribuye a la
regulacién de la expresion de COX-2 en la corteza renal (Gonzalez y cols., 2013; Kaneshiro y cols.,
2006). Lo cual explica por qué, aun cuando se estd inhibiendo a la ECA con el captopril no mejoran

las alteraciones estructurales.
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Por otra parte es importante tomar en cuenta evidencia de la retroalimentacidn negativa de la Ang
Il sobre COX-2 (Harris y cols., 2004), por lo que es posible que al inhibir su produccién con captopril
aumente la expresidon de COX-2, lo que estaria contribuyendo a las alteraciones morfolégicas
encontradas. Ademas, existe evidencia del aumento de la PGl; relacionada con COX-2 en el rifidn
por efecto del tratamiento con captopril en un modelo de hipertensidn arterial inducido por L-NAME

(Guzman-Hernandez y cols., 2015), lo que soportaria esta teoria.
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8. CONCLUSIONES.

e Este estudio proporciona informacion relevante sobre la presencia de cambios morfoldgicos
renales como el aumento en el tamafo de los glomérulos y de la membrana basal glomerular

antes del incremento en la presion sanguinea en las SHR.

e Seidentificé un aumento en la expresion COX-2 en la corteza renal y aumento de la presencia

de esta enzima en tubulos renales en las SHR a las 6 semanas de edad.

e En la edad prehipertensa de 6 semanas de edad en las SHR, se encontraron alteraciones en
varios componentes del SRA como son: el aumento de renina inmadura, la presencia de PRR

en glomérulos, asi como, el aumento de Ang Il plasmdtica y disminucién de Ang (1-7).

e No se observaron cambios funcionales en la etapa prehipertensa por lo que es posible que
los mecanismos de adaptacion compensatoria de la masa renal residual estén enmascarando

la pérdida de la funcién.

e La COX-2 contribuye a las alteraciones morfoldgicas encontradas en la cepa SHR, sin
embargo estas alteraciones no contribuyen al aumento de la presidn arterial a las 12
semanas de edad aunque, no se descarta que contribuyan en etapas posteriores al

mantenimiento de la HTA.

e El SRA interviene en el aumento de la presidon sanguinea en la cepa SHR y posiblemente

también con las alteraciones morfoldgicas encontradas en este estudio por un mecanismo

gue puede estar relacionado con la unién de renina a su receptor PRR.
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10. APENDICES

10.1 Apéndice I. (Soluciones)

SOLUCION SALINA BALANCEADA LIBRE DE CALCIO Y MAGNESIO
NaCl 8.09 g.

KCl 0.2g.

Na; HPO, 1.15g.

Se disolvieron en 1L de agua.

PBS (Amortiguador de fosfatos)

NacCl 137 mM 8g.
KCI 2,7 mM 0.2g.
Na; HPO; 10 mM 144 g.

KH2 PO, 2 mM 0.24 g.

Se disolvieron en 1L de agua.

ANTIBIOTICO
Penicilina con glutamina de Gibco. No. Catalogo 10378-016 (1000 U/ml)

SUERO BOVINO FETAL LAVADO
Agregar al Suero bovino fetal carbdn activado al 1% agitando toda la noche, luego centrifugar para

precipitar el carbon.

AMORTIGUADOR DE GLICINA.

Glicina 0.2 M en agua destilada, ajustar el pH a 2.0 con HCI.

ALCOHOL ACIDO

Etanol al 70% en amortiguador de Glicina.
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PORTAOBJETOS TRATADOS CON POLI-L-LISINA.
Se diluye en proporcién 1:10 solucion de Poli-L-Lisina de Sigma al 0.1% y se sumergen los

portaobjetos que se limpian con alcohol-acido por 5 minutos

11.2 Apéndice Il (Técnicas)

TINCION HEMATOXILINA Y EOSINA

Los cortes histoldgicos Se desparafinaron y se rehidrataron con xilol y pases en concentraciones
descendentes de etanol de 100%, 96%, 80%, 50% y agua destilada. Posteriormente se sumergieron
en hematoxilina de Mayer por 5-10 min y en agua corriente 15 min. Se hizo la diferenciacion por 0.5
a2 mineneosinaal 0.2 % en H,0y se sumergieron en agua destilada para después deshidratar con
etanol 96° por 20 seg, en etanol absoluto 2x3 min y en xileno 2x10 min. La laminilla se cubriécon

resina entellan y un cubreobjetos.

TINCION TRICROMICA DE MASSON.

Se rehidrataron las laminillas como en el caso de la tincidon de HyE y se sumergieron en solucion de
Bouin, durante 24 h a temperatura ambiente 0 1 ha 56 - 60 °C, se pasaron 3 veces por 3 min en H,0
destilada y por 5 min en hematoxilina férrica de Weigert, a continuacion, se sumergieron 5 min en
agua corriente para diferenciacion, 3 min lavado en H,O destilada. 5 min en fucsina-escarlata, 2 min
lavado en H,O destilada.15 min en acido fosfomolibdico al 5% en agua destilada y 10 min en verde
luz al 2 %. Posteriormente se colocaron en agua destilada para hacer la diferenciacién con acido

acético al 1% en H,0 destilada.

Se hizo un deshidratado rapido, unos segundos, en etanol de graduacién creciente: 80°,96°y 100° 2
veces por 10 min en xileno, para finalmente realizar el montado de la muestra con medio de montaje

entellan.
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La evaluacidn patoldgica de las laminillas se realizdé en al menos 6 animales por grupo en los cuales
se analizaron cambios en la estructura del glomérulo y de los tubulos renales, asi como se identificé

la presencia de fibrosis.

También se evalud la hipertrofia de los glomérulos para lo cual se midio el drea de 50 glomérulos

por cada animal con el programa ZEN (Carl Zeiss, Alemania).

TINCION DE ACIDO PERYODICO DE SCHIFF (PAS).

Las laminillas se rehidrataron como se describid previamente para las otras tinciones y se colocaron
en acido peryddico al 0.5 % durante 5 min, lo que permite oxidar las uniones carbono-carbono de
los azucares para formar grupos aldehidos y posteriormente se hicieron varios lavados en H,O
destilada. Las laminillas se colocaron en la solucion de reactivo de Schiff durante 30 min en
oscuridad. Los grupos aldehidos reaccionan con el reactivo de Schiff (dcido sulfuroso con fucsina)
resultando en un color rojo fucsia. Las secciones quedan de un color rosado intenso.

Se puede dar un paso con una solucién de metabisulfito potasico (o sédico) durante 2 minutos para
eliminar los residuos de reactivo de Schiff de la muestra.

Las laminillas se lavaron durante 5 min en agua corriente y varios lavados en H20 destilada. Los
nlcleos se contratineron por 5 min en hematoxilina de Mayer y 15 min en agua corriente, para
finalmente deshidratar en soluciones de etanol de concentracién ascendente, etanol absoluto y

xilol. Se montaron con resina entellan y se evaluaron en microscopio éptico.

INMUNOHISTOQUIMICA DE COX-2 y RENINA.

Para realizar la deteccidén inmunoldgica de las proteinas los cortes histoldgicos se rehidrataron y se
realizo la recuperacion antigénica por 1 min en olla de presion en buffer de citratos, posteriormente
se realizaron 3 lavados colocaron en vasos coplin con PBS durante 5 min y se permeabilizé por 15
min en tritdn X100 al 0.25% en PBS, se lavé nuevamente con PBS y se bloqued la unidn inespecifica

del anticuerpo con glicina 0.1 M en PBS por 1 h, para después incubar con un anticuerpo anti-COX-
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2, anti-renina 6 anticuerpo anti caspasa 3 activa en una dilucién 1:100 a temperatura ambiente por
12 horas, se lavé con PBS y se incubd con anticuerpo secundario acoplado a FITC anti-IgG de conejo
o anti-IgG de cabra segun corresponda, finalmente se incubd con yoduro de propidio para marcaje
de nucleos y se montaron con medio de montaje para fluorescencia (vectashield) para observar en

Microscopio de Fluorescencia (Carl Zeiss).

“WESTERN BLOT”.

Se utilizé un sistema de geles discontinuos con un gel separador del 14 %. Las muestras de corteza
renal se ajustaron a 1 mg/mL con agua purificada y se trataron con amortiguador RIPA tratadas
posteriormente con solucidn de tratamiento (tris-HCI 0,1 M pH 6,8, B mercaptoetanol 1 %, SDS 2 %,
glicerol 0,1 %, bromofenol azul 0,1 %) en una relacién 1:1. Se calentaron a 100 °C durante 5 min. Se
aplicaron 10 plL y se efectud la corrida a 35 mA, 200 V y 60 Watt durante 1 h. Una vez concluida la
electroforesis, se continud con los pasos establecidos para el desarrollo de la técnica del Western
Blot. Las proteinas sin tefiir se transfirieron a una membrana de PVDF a 350 mA durante 2 h con una
solucién tris 0,02 mol/L glicina 0,15 mol/L SDS 0,1 % pH 8,3.

El bloqueo se efectud con leche descremada al 3 % en solucion fosfato (fosfato sodio dibasico 0,08
mol/L, cloruro de sodio 1,37 mol/L, dihidrégeno fosfato de potasio 0,015 mol/L, cloruro de potasio
0,27 mol/L pH 7,2) diluido 10 veces, durante 1 h a 37 °C. Luego de los lavados con el mismo buffer
diluido 1/10 se incubd con los anticuerpos monoclonales (anti renina y anti COX-2) diluidos en
solucién de leche descremada al 1,5 % en solucidon fosfato (1/10) tween 20 0,1 %. Se repiten los
lavados y posteriormente se incubo por espacio de 2 h en una solucién de leche descremada 1,5 %
con el conjugado adecuado, conjugado anti IgG ratdn-peroxidasa. Se revelé con el sistema
diaminobencidina (DAB)-H202 vy el patrén de PM biotinilado se reveld con el conjugado avidin-

horseradish peroxidasa.

PROCESAMIENTO PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.

Fragmentos de corteza renal de 1mm3 se fijaron en paraformaldehido al 4% con glutaraldehido
2.5% en PBS por 1 h 30 min. Se lavé el tejido en el mismo amortiguador 3 veces por 15 minutos y se

ostfijo con tetraoxido de osmio al 1% en PBS, para posteriormente deshidratar con
Y J
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concentraciones graduales de etanol desde 30% hasta etanol absoluto 10 minutos cada uno y dos
cambios de oxido de propileno como intermediario de 10 minutos cada uno, se realizé la
preinclusion de las muestras en resina epoxica EPON 812 en una mezcla 1:1 en éxido de propileno
24 horas y se cambid a una mezcla 2:1 por 24 horas, finalmente se incluyé el tejido en resina pura 1
hora y se polimerizo a 60°C por 24 horas. Se obtuvieron cortes semifinos para observar en
microscopio Optico que se tifileron con azul de toluidina al 1% y cortes ultrafinos que se montaron
en rejillas de cobre cubiertas con formvar para contrastar con acetato de uranilo alcohdlico al 8%,
acetato de uranilo acuoso al 4% y citrato de plomo al 0.035% 10 minutos cada uno y se observo en

microscopio electrénico de transmision.
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Abstract

The kidneys play an important role in blood pressure regulation under normal and pathological conditions. We examined the
histological changes and expression patterns of cyclooxygenase-2, renin, and (pro)renin receptor (PRR) in the renal cortex of
prehypertensive spontaneously hypertensive rats (SHRs) and Wistar Kyoto rats (WKYs). Moreover, blood pressure and plasma
urea, creatinine, angiotensin I, and angiotensin (1-7) levels were measured. The results showed that both strains had similar
blood pressure and plasma urea and creatinine levels. The glomerular area, basement membrane thickness, collagen fiber content,
and arterial wall thickness were greater in SHRs than in WKYs. By immunohistochemistry, cyclooxygenase-2 was localized in the
macula densa and renal tubules of both strains. In SHRs, cyclooxygenase-2 was detected in a larger number of tubules, and the
cortical expression of cyclooxygenase-2 was also increased. In both strains, PRR and renin were localized in the tubular epithelium
and juxtaglomerular cells, respectively. In SHRs, PRR immunolocalization was increased in the glomerulus. The cortical expression
of immature renin was markedly increased in SHRs compared to that in WKYs, while renin was significantly decreased. These
changes were associated with higher plasma angiotensin Il levels and lower plasma angiotensin (1-7) levels in SHRs. The results
indicate that the kidneys of SHRs showed morphological changes and variations in cortical expression patterns of PRR,

cyclooxygenase-2, and renin before the development of hypertension.

Keywords

COX-2, hypertension, kidney, morphological changes, prehypertensive SHR, PRR, RAS, rat, renin

Primary arterial hypertension is a common disease in humans
with a significant impact on public health due to its associated
complications, such as stroke, vascular injury, heart failure,
and kidney disease.'® This disorder has been widely studied in
animal models of hypertension, such as spontaneously hyper-
tensive rats (SHRs)."8 Several researchers have reported renal
structural and functional changes in the prehypertensive
stages of SHR, including renal interstitial fibrosis and
decreases in glomerular filtration rates.”>*'*® In addition, the
renal weight/body weight ratio was decreased in 4-week-old
prehypertensive SHRs, and fewer nephrons were found in the
kidneys of SHRs than in Wistar Kyoto rats (WKYs) at
birth. 34158

In different hypertension models, one of the most important
regulatory pathways is the renin-angiotensin system
(RAS)."*** Angiotensin I (Ang 1I) and its receptor AT, are
increased in prehypertensive SHRs.” In addition, there is evi-
dence that Ang II promotes renal inflammatory processes, since
the administration of an AT, blocker prevents the increase
in inflammatory markers in prehypertensive SHRs.?® In the

renovascular hypertension model, a high Ang II level was
found in the serum and was related to renal alterations, such
as hypertrophic vessels, podocyte effacement, albuminuria, and
glomerulus extracellular matrix accumulation.®

In contrast, the contribution of cyclooxygenase-2 (COX-2) to
renal physiology in prehypertensive SHRs has not been well
documented. The COX isoforms (COX-1 and COX-2) are
responsible for the production of prostanoids that play multiple
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Figures 1-3. Systolic blood pressure and plasma angiotensin Il (Ang Il) and angiotensin (1-7) (Ang (1 -7)) levels in Wistar Kyoto rats (WKY's;
white bars) and spontaneously hypertensive rats (SHR; gray bars). Figure |. Systolic blood pressure evaluated by barometric plethysmo-
graphy. There are no differences between WKY and SHR. Figure 2. Plasma Ang Il level by capillary zone electrophoresis. There is a higher
amount of Ang Il in SHR compared to that in WKY. Figure 3. Plasma Ang(1-7) level by capillary zone electrophoresis. The plasma Ang (1-7)
levels are lower in SHR compared to that in WKY. The graphs represent the means and the individual data (points). N = 6, *P < .05.

roles in the kidney, such as vascular tone regulation, glomerular
filtration maintenance, and sodium and water regulation.>' The
contribution of COX-2 to renal alterations has been shown in the
renovascular hypertension 2-kidney 1-clip model®® in which
COX-2 expression was upregulated in association with intersti-
tial fibrosis, and treatment with the COX-2-specific inhibitor
celecoxib reduced this effect. It is unknown whether (projrenin
receptor (PRR), COX-2, and renin are altered prior to blood
pressure increase in SHRs, which would suggest the involve-
ment of these pathways in the development of early renal struc-
tural changes in SHRs. This study examined renal
morphological and functional changes and the cortical expres-
sion of PRR, COX-2, and renin in prehypertensive SHRs.

Materials and Methods

Experiments were performed on 6-week-old male SHR/NCrl
(SHR) and WKY/NCrl (WKY) rats (70-100 g body weight;
Charles River Laboratories) provided by the Instituto de
Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autéonoma de
Meéxico. The rats were housed at a controlled temperature (20
+ 4°C) and exposed to a daily 12-hour light—dark cycle, with
free access to normal rat chow and tap water. The animals were
handled inaccordance with the Federal Regulations for Animal
Experimentation and Care (NOM-062-ZO0O-1999, SAGARPA,
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México), and all experimental procedures were approved by
the Institutional Bioethics and Investigation Committee (No.
1022).

Arterial Pressure Measurements

Systolic arterial blood pressure was measured noninvasively in
conscious rats using a tail-cuff computer-aided monitoring
device (Automatic Blood Pressure Computer, Model LE
5007; Letica Scientific Instruments) according to a previously
described procedure.7 Briefly, the rats were restrained in a
plastic container (size-matched), while a sensor and ring con-
taining inflatable latex were placed in the tail. The rats were
kept warm in the same device (37 °C). All animals were trained
to be inside the container, the cuff was placed on the tail, and
the latex ring was inflated and deflated (this step was per-
formed several times a week). The blood pressures of the rats
were recorded. The mean of 4 measurements was used to deter-
mine the blood pressure of each rat.

Plasma Urea and Creatinine Levels

For plasma urea and creatinine determination, blood was col-
lected on the same day as euthanasia. The rats were anesthe-
tized with sodium pentobarbital (60 mg/kg, intraperitoneally),
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Figures 4-9. Kidney, Wistar Kyoto rats (WKY; Figs. 4, 6, 8) and spontaneously hypertensive rats (SHR; Figs. 5,7, 9). Figure 4. WKY. Normal
histologic structure of the renal cortex. Hematoxylin and eosin (HE). Figure 5. SHR. Glomerular hypertrophy. HE. Figure 6. WKY. Periodic
acid-Schiff (PAS). Figure 7. SHR. Accumulation of extracellular matrix in glomeruli (arrows). PAS. Figure 8. WKY. Masson's trichrome (MT).
Figure 9. SHR. Diffuse sclerosis of glomerular capillaries (arrows). MT.

and blood samples were obtained via aortic puncture and
treated with heparin (500 pL/mL; Sigma-Aldrich). The sam-
ples were centrifuged (Sovall RT6000D, rotor H1000B;
DuPont) at 1879 g for 10 minutes at 4 °C. The urea and crea-
tinine levels in the plasma samples were determined using an
automated process on the IL-300 Plus Chemistry Analyzer
(Diamond Diagnostics Holliston).
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Plasma Ang Il and Ang (1-7) Levels

The plasma samples were incubated with a protease inhibitor
cocktail (Complete Mini; Roche Diagnostics) to prevent the
exogenous generation of angiotensin and then immediately
preserved at —70 °C until use. The plasma was deproteinized
with methanol (Sigma-Aldrich) at a ratio of 10:1 (v/v) and
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centrifuged at 16 000g for 10 minutes at 4 °C (Sorvall RC-288S,
Rotor F50L; DuPont). The pellet was discarded, and the super-
natant was deproteinized by the addition of 5% trichloroacetic
acid (Sigma-Aldrich), homogenized, and centrifuged at
16 000g (Sorvall RC-28s, Rotor F50L; DuPont) for 10 minutes
at 4 °C. The supernatant was filtered through a 0.22-um nitro-
cellulose membrane filter (Millipore) and diluted 1:10 with
0.1 M NaOH (Sigma-Aldrich). The sample (2.0 mL) was
passed through a Sep-Pak Classic C-18 cartridge (Waters
Corporation), and then 100 pL of the final filtered sample was
employed for the analysis. Ang Il and Ang (1-7) were detected
and quantified simultaneously using capillary zone electro-
phoresis with ultraviolet detection with a photodiode array at
a wavelength of 200 nm, as previously described.”® The anal-
ysis was performed using a P/ACE MDQ system equipped with
ultraviolet-photodiode array detection (Beckman Coulter Inc)
and controlled by 32 Karat Software version 7.0 (Beckman
Coulter Inc). Ang II and Ang (1-7) levels were determined
using standard curves.

Histopathological Studies

The kidneys were exposed and prepared for the perfusion.
Briefly, after midline laparotomy, the aortic artery was cannu-
lated and both kidneys were removed and perfused with cold
phosphate-buffered saline (PBS) at a pH of 7.4 and at a con-
stant flow rate of 10 mL/min at 4 °C to remove the blood cells.
All histopathological examinations were performed using stan-
dard laboratory procedures. The kidney cortex was fixed in 4%
paraformaldehyde for 24 hours, transferred to PBS and 70%
ethanol, and then processed with a graded series of ethanol
solutions and xylol. The tissues were subsequently embedded
in paraffin and serially sectioned (4 pm thick). The sections
were stained with hematoxylin and eosin, periodic acid-Schiff
stain (PAS), Masson trichrome stain, and reticular fiber silver
stain for histological examination. The sections were evaluated
in a double-blind manner by a histopathologist using the image
analysis software ZEN 2.1 Lite (Carl Zeiss Microscopy). The
microphotographs were captured at 63 magnification.

Electron Microscopy

Pieces of the kidney cortex were fixed in 2.5% glutaraldehyde—
4% formaldehyde in PBS at pH 7.2 for 2 hours and then post-
fixed in 1% osmium tetroxide in PBS buffer for 1 hour. Tissues
were dehydrated using a graded series of ethanol and embedded
in EPON (Embed 812, Electron Microscopy Sciences). The
areas used for thin sections were selected from the semi-thin
sections stained with toluidine blue. The grids were counter-
stained with uranyl acetate and lead citrate. Ultrathin sections
were evaluated at various magnifications in 3 randomly
selected animals per group. The thickness of the glomerular
basement membrane (GBM) was measured in electron micro-
graphs obtained at 12 000x and 25 000 x magnification under a
JEOL 1010 electron microscope operated at 60 kV and the
image analysis software ZEN 2.1 Lite (Carl Zeiss Microscopy).
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Figure 10. Based on morpholometric evaluation, there is an
increased glomerular area in spontaneously hypertensive rats
(SHR) compared to that in Wistar Kyoto rats (WKY). Means and
individual data points. N = 6, *P < .05.

Immunohistochemistry Studies

Immunohistological staining using antibodies against renin,
COX-2, and PRR was performed on the renal cortex. Briefly,
after the kidney sections were mounted on poly L-lysine-coated
glass slides, they were deparaffinized in xylene and rehydrated.
Antigen unmasking was performed by microwaving the tissue
sections in 0.1 M citrate buffer at pH 6 (BioGenex). After
cooling, the tissue sections were washed in PBS and then incu-
bated with the following primary antibodies: rabbit monoclonal
anti-COX-2"" (1:100 in PBS dilution; CRM 306 A) or goat
polyclonal anti-renin®® (1:100 in PBS dilution; sc-27318 [E-
17]; Biocare Medical and Santa Cruz Biotechnology, respec-
tively). A negative control was performed by adding PBS
instead of the primary antibody. After washing, the sections
were incubated with anti-goat (1:100 in PBS dilution) or
anti-rabbit (1:100 in PBS dilution) immunoglobulin conjugated
to fluorescein isothiocyanate (Jackson Immunoresearch) for
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Figures 11-14. Kidney, Wistar Kyoto rats (WKY; Figs. | |, 13) and spontaneously hypertensive rats (SHR; Figs. 12, 14). Figure | 1. WKY.

Normal structure of a renal cortical artery. Masson's trichrome. Figure

12. SHR. An artery has hypertrophy of the tunica media and presence

of collagen fibers (arrow). Masson’s trichrome. Figure 13. WKY. Figure 14. SHR. Reticular fiber stin (RF). The artery has reticular fibers in

the tunica media (arrow). RF.

2 hours in the dark at room temperature. The sections were
covered with mounting medium for fluorescence microscopy
(Vectashield Mounting Medium). Immunolabeling of the PRR
protein was performed by immunohistochemistry with horse-
radish peroxidase-diaminobenzidine detection. The sections
were rehydrated, and antigenic retrieval was performed as pre-
viously described. Sections were incubated with primary
anti-PRR antibody (1:200 in PBS dilution; Ab40790, Abcam)
or PBS for control and detection was performed with
Histostain-SP Kits Invitrogen LAB-SA Detection System; Ref.
95-9943 (Invitrogen Corporation) according to the supplier’s
instructions. After the sections were washed 3 times with PBS,
they were incubated with diaminobenzidine Substrate Kit, Per-
oxidase, Ref. SK-4100 (Vector Laboratories) for 1 minutes.
Cell nuclei were stained with hematoxylin. The number of
renal tubules sections and zones of juxtaglomerular cells pos-
itive for COX-2 and renin were quantified in 50 fields of renal
cortex per animal. The microphotographs were captured at
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40x magnification for PRR and 63x magnification for renin
and COX-2.

Western Blot Analysis

This analysis was performed to quantitatively evaluate the
expression of COX-2 and renin. Renal cortex tissue samples
(25 mg) were lysed in radioimmunoprecipitation assay buffer
(1 mL) containing 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, | mM
EDTA, 1% (v/v) Triton X-100, 0.1% (w/v) sodium dodecyl
sulfate, 0.5% (w/v) sodium deoxycholate, and a protease inhi-
bitor cocktail (Complete Mini Roche) and centrifuged at
9520g for 10 minutes at 4 °C. The supernatant was collected,
and the protein was quantified using the Lowry protein assay
(Thermo Fisher). Samples of the supernatants containing
100 pg of proteins were heated for 5 minutes in Laemmli
buffer, separated by sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide
gel electrophoresis with a 10% gel in a Bio-Rad Mini Protean
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tetra vertical, and then electroblotted onto Immobilon-FL
polyvinylidene difluoride membrane for western blotting
(Sigma) using a mini trans-blot (Bio-Rad Laboratories). The
membrane was blocked with Tris-buffered saline (TBS) buf-
fer containing 6% non-fat dry milk. For immunodetection, the
blots were incubated overnight at 4 °C with the following
antibodies diluted in TBS: mouse monoclonal anti-renin
1:1500 (sc-137252 (A-1); Santa Cruz Biotechnology, Inc),
mouse monoclonal anti-COX-2, 1:1500 (sc-376861 (H-3):
Santa Cruz Biotechnology, Inc), and fB-actin rabbit mAb
1:5000 (D6AS; Cell Signaling Technology). Then, the blots
were incubated for 1 hour at 4 °C with fluorescently labeled
secondary antibodies (LI-COR Biosciences) diluted 1:5000 in
TBS. Immunoblots were digitalized with an Odyssey CLx
Imaging System (LI-COR Biosciences), and densitometric
analysis of the bands was performed using Imagel software
(NIH). Quantification of the bands was performed by measur-
ing the mean optical density of a square area. The results of
the optical density measurements for the 7 samples were
expressed as the mean + standard error.

Statistical Analysis

All parameters determined in this study are presented as
mean + standard error of the mean. The means for all assays
were compared using Student’s ¢ test, and P values <.05 were
considered statistically significant. The analysis was per-
formed using Sigmaplot 12.5 software. The data analyzed
in this study are available upon request from the correspond-
ing author.

Results

Determination of the Systolic Arterial Pressure and
Plasma Ang Il, Ang (1-7), Plasma Urea, and Creatinine
Levels

As expected, both strains exhibited normal blood pressure
levels without significant differences between WKY (107.8 +
3.8 mm Hg) and SHR groups (111.8 + 3.4 mm Hg; Fig. 1).In
contrast, the heart rate was significantly higher in prehyper-
tensive SHRs (458.0 + 8.0 beats/min; P < .05) than in WKYs
(416.0 £ 6.1 beats/min). To evaluate RAS activity, we deter-
mined the plasma Ang Il and Ang (1-7) levels in SHRs and
WKYs. Plasma Ang II levels were significantly higher in
prehypertensive SHRs than in WKYs (Fig. 2), whereas the
plasma Ang (1-7) levels were significantly lower in SHRs
(Fig. 3). To evaluate renal function, we determined the
plasma urea and creatinine levels in both groups. The prehy-
pertensive SHRs exhibited similar values of plasma urea
(124 + 1.07 mg/dL) compared to age-matched WKYs
(13.6 + 1.46 mg/dL), and similar values for plasma creati-
nine were observed in SHRs (0.232 + 0.029 mg/dL) and
WKYs (0.308 + 0.55 mg/dL).
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Figure 15. Based on morphometric evaluation, there is increased
thickness of vessel walls in spontaneously hypertensive rats (SHR)
versus Wistar Kyoto rats (WKY). Means and individual data points.
N = 6, *P < .05.

Renal Histopathology

Histologically, in comparison to WKYs (Fig. 4), there was
an increase in the glomerular size in the kidney cortex of
SHRs (Fig. 5). In contrast to WKYs (Fig. 6), in SHRs there
was diffuse sclerosis in glomerular capillaries, including
greater accumulation of PAS-positive extracellular matrix
(Fig. 7). In addition, SHRs had renal tubular hypertrophy,
higher intratubular protein levels, increased mesangial cell
proliferation, and GBM thickening compared to WKYs
(Figs. 6, 7). In comparison to WKYs (Fig. 8), SHRs had
greater glomerular collagen deposition (based on Masson
trichrome stain; Fig. 9). Furthermore, the glomerular area
was significantly increased in SHR compared to WKY
(Fig. 10).

No morphological modifications were observed in arteries
in WKYs (Fig. 11), while in SHRs luminal narrowing was
present along with hypertrophy of the tunica media (Fig. 12).
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Figures 16-21. Kidney, Wistar Kyoto rats (WKY; Figs. 16, 17, 18) and spontaneously hypertensive rats (SHR; Figs. 19, 20, 21). Transmission
electron microscopy. Figures 16—18. WKY. Normal morphology of glomerular capillary loops and the glomerular filtration barrier (arrows).
Figures 19-21. SHR. Irregular thickening of the glomerular basal membrane with a multilaminar arrangement, minimal podocyte foot process
efficement (fusion), and decreased endothelial fenestrations (arrows). Figures 16 and |19: bar = 2 pm. Figures 17, 18, 20, 21: bar = 500 nm.

In addition, arteries of SHRs had elastin remodeling and new
deposition in the wall (Fig. 12). The vascular alterations were
not present in WKYs (Fig. 13), whereas SHRs had an increase
in collagen I1I that was indicated by the presence of reticular
fibers in the walls of arteries (Fig. 14). Thus, the vessel wall
thickness was significantly increased in SHR compared to
WKY (Fig. 15).

Electron Microscopy

In WKYs, the 3-layer structure of the glomerular filtration
membrane was normal, with normal morphology of podocytes,
clear fenestra in endothelial cells, and absence of GBM thick-
ening (Figs. 16-18). However, the GBM of the SHR group was
thickened (Figs. 19-21) and there were regions with multila-
mination, minimal podocyte foot process effacement (fusion),
and decreased endothelial fenestrations (Fig. 21). The thickness
of the GBM was 1154 + 2.7 nm in WKYs and 160.4 +
6.1 nm (P < .05) in SHRs (Fig. 22).
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Immunolocalization of PRR, Renin, and COX-2

By immunohistochemistry, PRR was immunolocalized in
the apical membrane of renal tubular epithelial cells of
WKYs (Fig. 23) and SHRs (Fig. 24). This receptor was also
detected in the glomerulus of both strains; however, it was
more abundant in the SHR group than in the WKY group
(Figs. 23, 24). PRR labeling was not present in the negative
controls (Figs. 25, 26).

COX-2 protein was primarily detected in the macula densa
cells in WKYs (Fig. 27a, b, ¢) and SHRs (Fig. 28a, b, ¢). COX-
2 was more frequently detected in SHRs than in WKY's (0.948
+ 0.063 compared to 0.750 + 0.008 tubule sections per micro-
scopic field, respectively; P < .05).

Renin protein was detected only in the juxtaglomerular
cells of both strains (Figs. 29, 30). The number of glomeruli
with renin-positive juxtaglomerular cells was similar in
SHRs and age-matched WKYs (0.73 + 0.08 vs 0.87 +
0.05 glomeruli with renin-positive juxtaglomerular cells
per field).
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Figure 22. Based on morphometric evaluation, the glomerular base-
ment membrane is thicker in spontaneously hypertensive rats (SHR)
versus Wistar Kyoto rats (WKY). Means and individual data points. N
=6, *P < .05.

Cortical Expression of Renin and COX-2

The expression profile of COX-2 and renin in the renal cortex
was evaluated by sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide
gel electrophoresis (Figs. 31-34). Two bands were detected
in both strains, one corresponding to COX-2 (MW =
72 kDa) and another band (MW = 140 kDa) suggesting a
dimer of COX-2 (Fig. 31a). Regarding renin, 2 bands were
detected in the renal cortex of SHRs: immature renin
(MW = 54 kDa) and renin (MW = 37 kDa); while only the
37 kDa band was observed in WKYs (Fig. 31b). By densito-
metric analysis, COX-2 protein expression was slightly
elevated in SHRs compared to that in WKYs (Fig. 32).
The amount of renin was significantly decreased in SHRs
(Fig. 33), while the cortical expression of immature renin
was markedly increased in SHRs compared with that in
WKYs (Fig. 34).
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Discussion

In this study, 6-week-old SHRs showed glomerular morpholo-
gical changes, including an increase in the glomerular area, an
increase in extracellular matrix accumulation, mesangial and
tubular epithelial cell hyperplasia, GBM thickening, and vas-
cular hypertrophy. Additionally, there was greater immunola-
beling and expression of COX-2 in the renal cortex of SHRs.
There were no changes in immunolabeling of renin; however,
the expression of immature renin markedly increased, while the
amount of renin decreased in the renal cortex of SHRs. PRR
was detected in tubular structures (mainly in epithelial cells) in
both WKYs and SHRs, but PRR immunolabeling seemed to
increase in the glomeruli in SHRs. These changes were asso-
ciated with higher plasma Ang II levels. Thus, our study pro-
vides relevant information on renal morphological changes and
the expression patterns of PRR, COX-2, and renin in the renal
cortex prior to the increase in blood pressure in SHRs.

Our data showed an increase in the area of the glomerulus in
prehypertensive SHRs compared to that in WKYSs, suggesting
the presence of glomerular hypertrophy in young SHRs. One
possible cause of this alteration is mesangial cell hyperplasia,
as observed in this study. In vitro, mesangial cells from SHRs
showed a significantly higher growth rate than those from
WKYs.*® In response to different stimuli, mesangial cells
acquire an activated phenotype and exhibit hypertrophy, pro-
liferation, and excessive production of matrix proteins, growth
factors, and cytokines.' Thus, in the 6-week-old SHRs, glomer-
ular mesangial cells may respond to autocrine or paracrine
stimuli that induce their activation and an early inflammatory
state that contributes to glomerular hypertrophy.

In addition to the histological changes mentioned above, the
GBM thickening exhibited diverse regions with a multilaminar
appearance. Although this phenomenon was not observed in
most glomerular capillaries of 6-week-old SHRs, mutations in
collagen IV chain genes, which is a feature of Alport syndrome,
must be ruled out.’’

SHRs are prehypertensive for the first 6 weeks of life with
systolic blood pressure of approximately 100 to 120 mm
”g‘Z.IZ.SO and blood pressure in these rats reaches values
between 180 and 200 mm Hg in adults.*® Although other
authors have reported an increase in blood pressure in SHRs
before 6 weeks of age with systolic blood pressures >140 mm
Hg,'***7 we used 6-week-old SHRs because this represents
the time point before the development of hypertension in our
colony of SHRs.” Since no significant difference in blood pres-
sure was detected, the morphological changes observed in the
kidney of young SHRs are independent of hypertension and
seemed be related to neuroendocrine mechanisms. In this
study, we demonstrated an increase in COX-2 protein expres-
sion in the renal cortex of prehypertensive SHRs. Others
showed that COX-2 overexpression is involved in progressive
renal injury in a model of nephropathy induced by renal abla-
tion in rats, since the chronic inhibition of COX-2 attenuates
the damage, reducing glomerular hypertension, and renal
inflammation.'* Similarly, treatment with celecoxib, a
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Figures 23-26. Kidney, Wistar Kyoto rats (WKY; Figs. 23, 25) and spontaneously hypertensive rats (SHR; Figs. 24, 26). Inmunochistochemistry
for (pro)renin receptor (PRR). Figure 23. WKY. PRR is found mainly in tubular epithelial cells (arrows). Figure 24. SHR. In addition to tubules
(arrows), PRR immunolabeling is abundant in the glomerulus (arrowheads). Figures 25-26. Negative controls, with omission of the primary
antibody, have a lack of immunolabeling,

selective COX-2 inhibitor, prevented the increase in the cellu-
lar area in proximal tubules and renal protein/DNA ratio in
diabetic rats,”” indicating that COX-2 is involved in the devel-
opment of renal hypertrophy in diabetes. Additionally, it was
reported that COX-2 promotes mesangial cell proliferation in
culture under stress conditions. Thus, our results suggest that
COX-2-derived prostanoids could be associated with morpho-
logical alterations in the kidney of prehypertensive SHRs.
However, the relationship between increased COX-2 expres-
sion and glomerular hypertrophy has not yet been proven.

In this study, COX-2-positive tubular cells were not iden-
tified. In rats, COX-2 is present in the macula densa region
and a subset of thick ascending limb (TAL) epithelial cells
located in the cortex and outer medulla.”**" Regarding the
functional significance of COX-2 in TAL cells, this isoform
participates in tubular reabsorption of Na+ and renin
release.'”?**” Moreover, COX-2 also participates in the
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regulation of tubuloglomerular feedback and the modulation
of afferent arteriolar responses to increase in pressure. >’ It
is possible that COX-2 expression in the renal cortex, as
observed in this study, may contribute to RAS overactivation
via an increase in renin production in prehypertensive SHRs.
In support of this, we found a greater amount of immature
renin in the SHR renal cortex, and although our results
showed that the amount of renin in the renal cortex of SHRs
is decreased, this contradictory result can be explained by a
greater basal renin release in 6-week-old SHRs than in
WKYs.?* Consistent with the above-mentioned data, our
results showed a higher concentration of plasma Ang II in
prehypertensive SHRs compared with that in WKYs. Taken
together, this information suggests that a feedback mechanism
operates between COX-2 and renin in prehypertensive SHRs,
as has been demonstrated in other hypertension models.*”
However, we cannot rule out the participation of other
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28a

28b

Figures 27-28. Kidney, Wistar Kyoto rats (WKY; Fig. 27a, b, c) and
escence for cyclooxygenase-2 (COX-2). (a) Immunolabeling of COX-2;

spontaneously hypertensive rats (SHR; Fig. 28a, b, c). Immunofluor-
fluorescein isothiocyanate, green signal. (b) Nuclei; propidium iodide,

red. (c) Combined, viewed with phase-contrast microscopy. Figure 27. WKY. COX-2 labeling is principally in the macula densa.

Figure 28. SHR. COX-2 labeling is also in the renal tubules.

systems in the activation of RAS in prehypertensive SHRs,
since it has been reported that sympathetic nervous system
activity is increased in prehypertensive SHRs.®'2* It is well
known that the sympathetic nervous system increases renin
release through B,-adrenoceptor stimulation in juxtaglomeru-
lar cells. In this study, prehypertensive SHRs showed a higher
cardiac rate (a marker of sympathetic nervous system activity)
than WKYs.** Thus, the sympathetic nervous system may
also be involved in RAS stimulation in prehypertensive SHRs.
Additionally, the sympathetic nervous system and RAS over-
activation may be related to arteriolar hypertrophy and
increases in vascular collagen levels, since the infusion of
Ang Il promotes aortic hypertrophy through AT, receptors
and o, p-adrenoceptors in rats.'®

We observed an increase in PAS-positive extracellular
matrix in the glomeruli of SHRs compared to that in WKYs
and an increase in collagen as detected by Masson trichrome
stain. These data indicate that an increase in the extracellular
matrix may contribute to renal morphological alterations in
prehypertensive SHRs. Thickening of the GBM and increase
in extracellular matrix production have been linked to
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glomerular hypertrophy.*®** The COX-2 pathway and RAS
are among the pathways involved in the stimulation of extra-
cellular matrix production. Renal interstitial fibrosis decreased
after the inhibition of COX-2 ina model of renovascular hyper-
tension.*” Moreover, evidence suggests that RAS components,
such as Ang II, Ang II1, and aldosterone, are critical promoters
of fibrogenesis, which act by activating the signaling of growth
factors such as transforming growth factor-f, which regulates
extracellular matrix production.‘w‘“""‘ Other studies have
shown that the overactivity of RAS and COX-2 is related to
podocyte damage.*27** In the glomerulus, the cell type
involved in modifying GBM is the podocyte, which synthesizes
and assembles matrix components and produces matrix metal-
loproteinases in both physiological and pathological states.>
Thus, these enzymatic pathways may contribute to the altera-
tions observed in GBM and renal fibrosis.

Other components of RAS may also be involved in renal
structural changes in prehypertensive rats; for instance, Ang
(1-7) has renoprotective physiological activity and counteracts
the deleterious effects of Ang II in pathological conditions,
such as diabetes and hypertension.*** The decrease in plasma
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Figures 29-30. Kidney, Wistar Kyoto rats (WKY; Fig. 29a, b, c) and
fluorescence for renin. (a) Immunolabeling of renin; fluorescein isothiocyanate, green signal. (b) Nuclei; propidium iodide, red. (c) Com-
bined, viewed with phase-contrast microscopy. Figure 29. WKY. Figure 30. SHR. In both rat strains, renin protein is expressed in
juxtaglomerular cells.

Ang (1-7) levels observed in this study could contribute to
renal alterations in prehypertensive SHRs. Recently, it has been
shown that (projrenin activates PRR. In the kidney, PRR has
been localized to the mesangium, podocytes, the macula densa,
proximal tubule, distal convoluted tubule, and, in the greatest
amounts, the luminal membrane of intercalated cells.>*® In this
study, PRR protein was detected in the apical membrane of
different tubules in the renal cortex of WKYs and SHRs but
we did not characterize if they were the proximal, distal, or
collecting tubules. PRR was also localized in glomeruli in both
strains, but it was more abundant in the SHR than in WKY
glomeruli. PRR activates the mitogen-activated protein kinase
and extracellular signal-regulated kinase 1/2 in several cell
types, including mesangial cells and collecting duct cells.**
The activation of extracellular signal-regulated kinase 1/2
increases cell proliferation and stimulates the production of
transforming growth factor-p and upregulation of profibrotic
factors, such as plasminogen-activator inhibitor-1, fibronectin,
and collagen.“ PRR activation is also related to vascular
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spontaneously hypertensive rats (SHR; Fig. 30a, b, c). Immuno-

damage in the kidney.>> Moreover, PRR has been reported to
directly or indirectly contribute to the regulation of renal cor-
tical COX-2 expression,"‘s'“ The increase in immature renin
observed in the renal cortex could also be involved in renal
alterations through PRR activation in prehypertensive SHRs.

To evaluate whether the morphological changes observed in
this study were related to functional alterations in the kidney,
plasma urea and creatinine levels were measured. We did not
find changes in these parameters in prehypertensive SHRs,
indicating that renal function was not yet altered or a compen-
satory adaptation of the residual kidney mass masked the loss
of function."" Our results are consistent with previous studies
that demonstrated that the urinary excretion of biomarkers of
early kidney damage, such as albumin, osteopontin, and Kim-1
were not modified in 6- and 8-week-old SHRs.'"**7°

Finally, our results raise the need for further studies of other
components of RAS and COXs and the use of pharmacological
treatments with enzyme inhibitors to understand the role of
these enzymatic pathways in early renal morphological
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Figures 3 1-34. Western blot analysis of renin and cyclooxygenase-2 (COX-2) protein in renal cortex. Figure 3la. Immunoblot COX-2 in
red; beta actin in green. Figure 3 Ib. Immunoblot: renin and immature renin in green; beta actin in red. Figure 32. COX-2 protein is more
abundant in the renal cortex of spontaneously hypertensive rats (SHR) versus Wistar Kyoto rats (WKY). Figure 33. Renin is less abundant in
SHR. Figure 34. Immature renin is more abundantin SHR compared to WKY. The graphs represent the means and the individual data points. N

4-6, *P < .05.

changes, such as glomerulosclerosis and glomerular or vascular
hypertrophy and in the development of hypertension in SHRs.
Thus, SHR is an attractive model for studying early renal and
vascular damage and neurohormonal disorders that could influ-
ence in the pathophysiology of primary arterial hypertension.
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