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Introduccion

I.- METABOLISMO DEL ACIDO ARAQUIDONICO

1.- Introduccion:

El acido araquidonico (AA) es un acido graso poliinsaturado del tipo ®-6, consti-
tuido por 20 atomos de carbono y cuya oxidacidn origina pequefios mediadores lipidicos
que reciben el nombre de eicosanoides (del griego eikosi- que significa "veinte”). E1 AA se
sintetiza en el higado a partir de 4cidos grasos esenciales de 18 4tomos de carbono (en con-
creto el 4cido linoleico y el 4cido a-linolénico) que se absorben en la dieta a través del
intestino, y una vez sintetizado se almacena en la bicapa lipidica de las membranas celula-
res esterificado en forma de glicerofosfolipidos. En mamiferos, en respuesta a diversos
estimulos que dependen del tipo celular, se activan diferentes receptores que activan a su
vez varias fosfolipasas, destacando la PLA; citosélica (cPLA;) del grupo IV como la prin-
cipal involucrada en la liberacién del AA de las membranas celulares (Dennis, 1994). En
estado de reposo, la concentracion de AA intracelular libre es muy baja y estd controlada
parcialmente por dos actividades enzimaticas que lo reincorporan a los lipidos de membra-
na: la araquidonil-CoA sintasa y la araquidonil-CoA transferasa (Irvine, 1982; Murphy,
1989). No obstante, por las caracteristicas moleculares y en particular por la presencia de
cuatro dobles enlaces en posicion cis, el AA es susceptible de reaccionar con la molécula
de oxigeno. Esto puede ocurrir de manera no enzimatica, contribuyendo al estrés oxidativo
mediante la formacion de isoprostanos, o a través de la accidn de tres tipos de oxigenasas:
las ciclooxigenasas (COX), que dan lugar a compuestos como las prostaglandinas (PGs) y
los tromboxanos (TXs), las lipooxigenasas (LOs) que dan lugar a los acidos hidroxieicosa-
tetraenoicos (HETESs) y a los leucotrienos (LTs) y las epoxigenasas o citocromos P450 que
originan acidos epoxieicosatrienoicos (EETs) e isomeros de los HETEs (Figura 1). La pre-
ponderancia de las distintas vias depende del tejido en cuestion, ya que la expresion de los

diferentes enzimas del metabolismo del AA es especifica de tejido.

2.- Via de las ciclooxigenasas (COX):

De entre todas las rutas biosintéticas de eicosanoides, la via de la COX se considera
la més importante, debido al papel principal que desempefian las PGs en los procesos in-
flamatorios y su participacion en determinadas funciones fisioldgicas, como por ejemplo el

mantenimiento de la integridad de la mucosa géstrica, la modulaciéon de la hemodindmica
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microvascular renal, la liberacidon de renina, y la reabsorcién de agua y sodio. Por todas
estas acciones tan diversas que desempefian las PGs, la via de la COX ha sido una de las
rutas bioquimicas que mas proyectos de investigacion ha protagonizado. Ademas, debe
destacarse la gran relevancia clinica que posee, ya que es la diana principal de los antiin-
flamatorios no esteroideos (AINESs), los cuales se han constituido como uno de los agentes
farmacoldgicos més prescritos en todo el mundo en el tratamiento del dolor, fiebre e infla-
macion, suponiendo una gran fuente de inversion para numerosos laboratorios farmacéuti-
COS.

Estimulo
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Figura 1. Metabolismo del acido araquidénico. cPLA,, fosfolipasa A, cito-
solica; EETs, acidos epoxieicosatrienoicos; HETEs, acidos hidroxieicosate-
traenoicos; LTs, leucotrienos; PGs, prostaglandinas; TX, tromboxano.

Dado el papel protagonista de la COX en el presente proyecto, todos estos aspectos

se desarrollan con mayor detalle en capitulos posteriores de esta tesis doctoral.

3.- Via de las lipooxigenasas (LOs):

Las LOs son una familia de enzimas citosolicas que catalizan la oxigenacion este-
reoespecifica de los carbonos 5-, 12-, 6 15- del AA. En humanos existen tres LOs: 5-, 12-y
15-LO. 5-LO transforma el AA en 5-HETE y LTs, mientras que 12- y 15-LOs generan los
correspondientes 12- y 15-HETEs, respectivamente (Samuelsson et al., 1987). En mamife-
ros, gracias al metabolismo intercelular y a las interacciones entre células y entre diferentes

LOs (por ejemplo entre la 12- ¢ la 15- y la 5-LO), se obtiene ademas un nuevo grupo de
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eicosanoides derivados del AA con importantes efectos bioldgicos: las lipoxinas (LXs)
(Samuelsson ef al., 1987; Serhan ef al., 1996). Ademas, la interaccion entre la ciclooxige-
nasa-2 (COX-2) acetilada por la aspirina con la 5-LO da lugar a epimeros de las LXs, las
15-epi-LXs (Claria y Serhan, 1995), cuya accion es contraria a la de los LTs y se compor-
tan, por ejemplo, como antagonistas enddgenos del efecto proinflamatorio del LTB;4 in-
hibiendo el efecto vasoconstrictor renal del LTD4 (Badr ef al., 1989; Claria y Serhan, 1995;
Samuelsson et al., 1987; Serhan ef al., 1996) (ver Figura 2).

A B C

Céls. Endoteliales]

Epitelio pulmonar | lote
Céls. Epiteliales

Monocitos

Leucocitos

5-LO 15-LO

LXs LXs "~ 15-epi-LXs
LTA, 155-HETE 15R-HETE
PGs
Plaguetas 12-LO Neutrofilos Hh-LO Leucocitos Hh-LO

Figura 2. Biosintesis transcelular de lipoxinas (LXs). ASA, acido acetilsalicilico;
COX-2, ciclooxigenasa-2; HETEs, acidos hidroxieicosatetraenoicos; LO, lipooxigena-
sa; LT, leucotrieno; LXs, lipoxinas; PGs, prostaglandinas. (Figura adaptada de Claria y
Lépez-Parra, 2005).

3.1.- 5-Lipooxigenasa (5-LO)

La 5-LO es el miembro mas importante de la familia de las lipooxigenasas, consti-
tuyendo el enzima clave en la biosintesis de LTs. La 5-LO oxigena al AA libre para formar
el 5-HpETE, compuesto que puede ser reducido a 5-HETE por accidén de una glutation
peroxidasa, constituyendo un potente agente quimiotactico y mitogénico, o alternativamen-
te puede ser transformado por la 5-LO en un epoxido altamente inestable: el LTA4.
(Rouzer et al., 1986, Goetzl y Sun, 1979). Una vez formado, el LTA4 es rapidamente trans-
formado en LTB4 por la LTA4 hidrolasa (Radmark ef al., 1984) o bien puede dar lugar al
LTC, al conjugarse con el glutation por accion de la LTC, sintasa (Lam y Frank, 2000)
(Figure 3). Por pérdida sucesiva de residuos aminoacidicos, catalizado por la y-glutamil-
transpeptidasa y una dipeptidasa especifica de membrana, el LTCy, se transforma en LTD4

y LTE4, los cuales reciben el nombre de cisteinil-LTs o péptido-LTs.

El LTB4 es un potente agente inflamatorio, que en neutréfilos estimula la quimio-
taxis, la adhesion celular, la produccién de i6n superdxido y la liberacion de enzimas

hidroliticos. Por el contrario, los cisteinil-LTs, que originalmente se identificaron como las
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sustancias de reaccidn lenta liberadas en el curso de las reacciones alérgicas e inmunes
(slow reacting substance of anaphylaxis o SRS-A), son potentes vasoconstrictores que in-
crementan la permeabilidad vascular y la secrecion de mucus (Lewis et al., 1990; Samuels-
son, 1983; Samuelsson ef al., 1987). Ademas el LTA4 puede también ser metabolizado a
lipoxinas (LXs), que son otra familia de mediadores lipidicos (comentado ya anteriormen-
te).
Acido
Ar'aquidénico Inhibidores FLAP

5-lipoxigenasa \/

Inhibidores 5-LO —_—

5-HETE
LTA,
LTA, hidrolasa |  LTC,sintasa
LTB, LTC,
\
LTD
Anfagon;lsfas Anfagon;lsfas /\ 4
receptor receptor dipeptidasa
(78, S OT,
LTE,

Figura 3. Via de la 5-lipoxigenasa. Enzimas implicados, metabolitos y diferentes estrate-
gias de inhibicidén farmacolédgica de la via. 5-LO, 5-lipoxigenasa; cis-LT;, receptor de cis-
teinil-LTs tipo 1; FLAP, five lipooxygenase activating protein; HETE, acido hidroxieicosa-
tetraenoico; LT, leucotrieno. (Figura adaptada de Claria y Lopez-Parra, 2005).

El gen de la 5-LO humana se localiza en el cromosoma 10 y estd formado por 14
exones y 13 intrones. Su transcripcion estd regulada por diferentes factores de
transcripcion que reconocen las regiones reguladoras del promotor, como los miembros de
las familias Egr, Sp, NF-kB, GATA, myb y AP (Hoshiko ef al., 1990). La 5-LO es una
proteina de 674 aminodcidos con un peso molecular aparente entre los 72 y los 80 kDa
(revisado en Radmark, 2002). Tras la activacion celular, la 5-LO del citoplasma o del
nucleo se transloca a la membrana nuclear donde interacciona con la PLA,y con la FLAP
(five lipooxygenase activating protein), que es una proteina residente de 18 kDa que actia
como proteina transferidora del AA, facilitando la uniéon de éste a la 5-LO. Tanto la
translocacion de la 5-LO como la unién a la FLAP, son procesos cruciales en la biosintesis
de productos derivados de la 5-LO (Dixon et al., 1990; Peters-Golden y Brock, 2003;
Pouliot ef al., 1996, Woods et al., 1993).
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Los LTs ejercen sus acciones bioldgicas por la activacion de receptores acoplados a
proteina G (GPCRs). Hasta el momento se han clonado dos receptores para el LTB4 y dos
para los cisteinil-LTs (Heise et al., 2000; Lynch et al., 1999; Yokomizo et al., 1997;
Yokomizo et al., 2000). El receptor B-LT; y el B-LT, caracterizado recientemente,
reconocen al LTB4 con alta y baja afinidad respectivamente. El B-LT; se localiza
principalmente en leucocitos y su activacion provoca una marcada respuesta quimiotactica,
mientras que el B-LT, se encuentra distribuido de forma generalizada en los diferentes
tejidos y su funcion actualmente es desconocida (Yokomizo ef al., 1997; Yokomizo et al.,
2000). Ademas de la unién a estos receptores de membrana, el LTB4 se une y activa al
factor de transcripcion nuclear o activador de la proliferacion de peroxisomas (PPAR).
Parece ser que por esta via se estimula la transcripcion de enzimas implicados en la
inactivacion del LTB4, jugando un papel importante en el proceso de “aclaramiento” que
tiene lugar durante la inflamacion. De hecho, en el promotor de la LTB4 w-hidrolasa se han
encontrado varios elementos de respuesta de los PPAR. Ademas, los ratones deficientes en
PPARa, a los que se les induce un proceso inflamatorio en la oreja mediante AA,
presentan una respuesta inflamatoria prolongada (Devchand et al., 1996). Los dos tipos de
receptores de los cisteinil-LTs, el Cys-LT; y Cys-LT,, unen LTC4 y LTD4. El Cys-LT; se
encuentra en células musculares lisas de las vias respiratorias y en células endoteliales
vasculares, y su activacion provoca vasoconstriccion y adherencia celular (Lynch ez al.,
1999). El Cys-LT; se distribuye por las venas pulmonares, bazo, fibras de Purkinje en el

corazdn y en la glandula adrenal, y su funcion permanece desconocida (Heise et al., 2000).

La ruta de la 5-LO para formar LTs estd estrechamente involucrada en las
reacciones alérgicas e inflamatorias. 5-LO se expresa principalmente en leucocitos
polimorfonucleares, eosinéfilos, monocitos/macréfagos, mastocitos, células dendriticas y
linfocitos B (Romano y Claria, 2003). Por otro lado, los LTs son potentes mediadores de
inflamacion (para una revision exhaustiva consultar Romano y Claria, 2003 y Funk, 2001),
y su contribucién en la patogénia de los desérdenes inflamatorios se ha establecido
firmemente en las ultimas dos décadas. De hecho la actividad exacerbada de la 5-LO mas
caracteristica, es la que se produce en el asma y la rinitis alérgica, y por tanto, la inhibicion
de la via de la 5-LO en estas condiciones ejerce efectos beneficiosos clinicamente

relevantes (Knapp, 1990; Philip et al., 2002). La via de la 5-LO también esta adquiriendo
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interés como diana terapéutica en la osteoartritis, en la que un aumento en la formacion de
LTB, parece ser patogénicamente relevante (Abramson, 2004). Ademas, en la inflamacion
hepatica se ha descrito la sobreexpresion de la 5-LO y un aumento en la produccion de
cisteinil-LTs en el higado, condicion en la que la inhibicion de la via de la 5-LO se asocia
con la ralentizacion de la progresion de la fibrosis hepatica (Titos ef al., 2000; Titos et al.,
2003). Finalmente, la 5-LO se ha identificado como un gen principal en la susceptibilidad a
desarrollar aterosclerosis en ratones (Mehrabian et al., 2002). De hecho, en lesiones
escleroticas adrticas, coronarias y carotideas en humanos, se encuentran sobreexpresados
miembros de la via de las 5-L.O, incluyendo la 5-LO, la FLAP, los LTs y sus receptores, la
LTA4hidrolasa y la LTC,4 sintasa (Spanbroek ez al., 2003).

« INHIBICION FARMACOLOGICA DE LA BIOSINTESIS DE LTs:

Durante los ultimos 20 afios, se han desarrollado una serie de agentes farmacoldgicos pa-
ra el tratamiento de enfermedades inflamatorias como asma, colitis ulcerosa, artritis y pso-
riasis, que modifican la via de la 5-LO y la biosintesis de LTs (ver Figura 3).

= En primer lugar se desarrollaron agentes que inhibian directamente la actividad de la
5-LO, pero gran parte de ellos fueron descartados porque provocaban efectos secundarios
severos o por no mostrar buena actividad in vivo. No obstante en la actualidad se siguen uti-
lizando algunos en experimentacion in vitro como el AA861 (Ford-Hutchinson et al., 1994).
También se desarrollaron moléculas quelantes del hierro activo como inhibidores de la 5-
LO, entre las que destacan zileuton, que se comercializa como droga antiasmatica con el
nombre de Zyflo® con una ICs, de 0.5-1uM (Carter ef al., 1991).

= En los ultimos afios se han disefiado algunos compuestos para la inflamacion cardio-
vascular que interaccionan con la FLAP, inhibiendo su accion, entre los que destacan MK-
886, BAY-X-1005 y MK-0591(Werz, 2002). Ademas, el propio gen de la FLAP esta adop-
tando protagonismo en el campo de la cardiologia, al detectarse por analisis de ligamiento
que el gen que codifica para la FLAP confiere un elevado riesgo de infarto de miocardio y
embolia (Helgadottir ez al., 2004).

= En cuanto a los antagonistas de los receptores y en particular del receptor Cys-LTj,
los compuestos montelukast (Singulair™), pranlukast (Ultair™) y zafirlukast (dccolate”™) se
utilizan en la clinica y se ha demostrado que mejoran la funcién pulmonar y reducen los
efectos del asma, especialmente en el asma inducida por ejercicio (Nathan y Kemp, 2001).
Ademas, también ha sido probada la eficacia de los antagonistas del receptor del LTB, (SC-
41930 o CP-105.696) en diferentes procesos artriticos (Devillier ef al., 1999; Drazen et al.,
1999).

3.2.- 12-Lipooxigenasa (12-LO)
Existen tres isoformas de la 12-LO con diferente secuencia genomica, estructura

génica, inmunoreactividad y especificidad por el sustrato, denominadas a partir de la célula
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en la que fueron identificadas por primera vez. La forma plaquetaria se designa 125-LO y
transforma el AA en 12S-HETE (Funk ef al., 1990), la leucocitaria convierte el AA o el
acido linoleico en 12S-HETE y también en pequeiias cantidades de 15S-HETE (Watanabe
et al., 1993) y la epitelial o epidérmica, cataliza la sintesis tanto de 12S- como de 155-
HETE a partir del AA (De Marzo et al., 1992). La isoforma leucocitaria en mamiferos se
encuentra ampliamente distribuida entre los diferentes tipos celulares, aunque su
distribucion tisular varia en funcion de la especie. Aunque ain se desconoce el papel
fisioldgico de las 12-LOs, existen algunos estudios que sugieren un importante papel en la
liberacion de neurotransmisores, oxidacion de las LDL y regulacion del crecimiento y
apoptosis en diferentes tipos de cancer (Gao ef al., 1997; George et al., 2001; Nigam ef al.,
1999, Sakashita et al., 1999; Takahashi et al., 1999). Ademas, la actividad 12-LO se asocia
a anomalias en el territorio vascular ya que tanto los niveles de 12-HETE como los de la
12-LO plaquetaria se encuentran elevados en pacientes con hipertension esencial
(Gonzalez-Nufiez et al., 2001). Recientemente se ha caracterizado en queratinocitos
humanos una nueva actividad 12-LO, la 12R-LO, que se encuentra sobreexpresada en
diferentes dermatosis proliferativas como la psoriasis, y que es responsable de la sintesis de
los productos quirales como por ejemplo el 12R-HETE. Hasta su descubrimiento, se creia
que solo la actividad citocromo P450 era la responsable de la sintesis de estos compuestos

(Boeglin et al., 1998).

3.3.- 15-Lipooxigenasa (15-LO)

En humanos se han caracterizado dos isoformas de la 15-LO, cuya expresion se
encuentra diferenciada entre tejidos. La 15-LO1 fue descrita originariamente en
reticulocitos de conejo, pero también se expresa en otros tipos celulares sanguineos como
neutrofilos, eosinofilos y macrofagos, asi como en células del epitelio pulmonar (Nadel et
al., 1991; Sigal et al., 1990). La expresion de la 15-LO2, de reciente caracterizacion,
parece estar restringida a pulmoén, piel, prostata y cornea, aunque todavia hacen falta mas
estudios para determinar la localizacion celular de ésta. Mientras que la 15-LO1 presenta
mayor afinidad por el acido linoléico, parece que la 15-LO2 tiene mayor especificidad por

el AA (Brash et al., 1997).

Dado que la isoforma leucocitaria de la 12-LO presenta una elevada homologia con la

15-LO1 reticulocitaria, se denominan colectivamente 12/15 LOs (Kuhn y Thiele, 1999).
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4.- Isoprostanos:

En 1990, se descubrid una serie de compuestos isoméricos de la PGF,,, formados a
partir del AA por peroxidacion mediada por radicales libres. Su sintesis se realiza cuando
todavia el AA forma parte de los fosfolipidos de la membrana, y tras su formacién, son
liberados de ésta por accién de las fosfolipasas (Morrow et al., 1990a; Morrow et al.,
1992a). Estos metabolitos, con una vida media muy corta (inferior a 20 minutos), constitu-
yen un marcador excelente de estrés oxidativo, que ademas se han detectado en todas las
muestras y fluidos bioldgicos testados. Pueden encontrarse en estado libre o en forma este-
rificada, identificandose esta ultima en células vasculares musculares lisas, células mesan-
giales y células epiteliales renales (Klein ef al., 1997; Natarajan et al., 1996; Salahudeen et
al., 1995).

Se han encontrado niveles elevados de isoprostanos en situaciones en las que se
produce estrés oxidativo, como es el caso de la cirrosis y la enfermedad cardiovascular
entre otras (ver apartado 4.3 del Capitulo IV) (Morrow ef al., 1992a; Natarajan et al., 1996;
Salahudeen et al., 1995; Schnackenberg y Wilcox, 1999). Ademas, en ratas espontinea-
mente hipertensas y durante la hipertensioén inducida por infusion de angiotensina II, tam-
bién se han observado niveles plasmaticos aumentados (Salahudeen et al., 1995; Schnac-
kenberg y Wilcox, 1999), constatdindose ademas que la administracion de un mimético de
la superoxido dismutasa reduce la excrecion renal de isoprostanos y también la presion

sanguinea (Schnackenberg y Wilcox, 1999).

Debido a su posible implicaciéon en las enfermedades cardiovasculares y renales se
empezaron a estudiar las acciones hemodindmicas renales de los isoprostanos. Asi por
ejemplo, se ha visto que los isoprostanos son capaces de reducir el flujo plasmatico renal
(FPR) y la tasa de filtrado glomerular (FG) mediante la vasoconstriccidon de la vasculatura
preglomerular (Fukunaga et al., 1993; Takahashi ef al., 1992). Ademads, también se ha de-
mostrado su capacidad de potenciar la respuesta vasoconstrictora a la angiotensina Il y a la
norepinefrina (Sametz et al., 1999). Los efectos hemodindmicos renales del 8-iso-PGF;,,
son completamente abolidos por los antagonistas del receptor de tromboxano (receptor

TP), sugiriéndose por tanto, que las acciones de los isoprostanos pueden estar mediadas
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por el receptor TP (Takahashi ef al., 1992). Sin embargo, se ha observado que 8-iso-PGF;,,
estimula la sintesis de DNA y la produccion de IP; por las células musculares vasculares
lisas, a una concentracion mucho menor que la necesaria para que este isoprostano despla-
ce a los ligandos del receptor TP (Fukunaga et al., 1993; Fukunaga et al., 1997; Pratico et
al., 1996b). Ademas, se ha comprobado que el antagonista del receptor TP bloquea so6lo de
forma parcial las acciones del 8-iso-PGF,, sobre las células vasculares musculares lisas
(Fukunaga et al., 1997), por lo que todos estos resultados sugieren que es posible que exis-

tan nuevos receptores para los isoprostanos, diferentes de los TP.

5.- Via del citocromo P450:

El AA puede ser monooxigenado o epoxidado por enzimas de la familia del cito-
cromo P450 (CYP) en el cerebro, rifidn, pulmon, higado y en los vasos sanguineos. Los
metabolitos derivados de esta via, dcidos 19- y 20-hidroxieicosatetraenoicos (HETES), 4ci-
dos epoxieicosatrienoicos (EETs) y diHETESs, presentan diferentes actividades bioldgicas
segun el lugar en el que han sido producidos y ademas, pueden ser almacenados en la frac-
cion lipidica de los tejidos, para ser liberados posteriormente en respuesta a estimulos hor-
monales. A pesar de que se ha observado que, en comparacion con otros o6rganos, el higado
es el que mas expresion de CYP presenta, y el que estd dotado con el mayor ntimero de los
diferentes enzimas de la familia involucrados en el metabolismo de acidos grasos, se dis-
pone de poca informacidn acerca del papel que juegan 19- y 20-HETE y EETs en la fun-
cion hepatica. Sin embargo, en el rifion, el metabolismo del AA constituye una de las acti-
vidades CYP mas elevadas; la sintesis de HETEs, EETs y diHETEs se produce a lo largo
de todo el rifidn, pero los metabolitos especificos formados y las cantidades producidas de
cada metabolito varian dependiendo del tipo celular y de la isoforma CYP expresada. La
produccion renal de los diferentes metabolitos de las epoxigenasas e hidroxilasas esta regu-
lada por factores paracrinos y hormonales, como la angiotensina II, la endotelina, la hor-
mona paratiroidea, y el EGF (revisado en Imig, 2000). Sin entrar en detalles, merece la
pena destacar que se ha demostrado que los metabolitos derivados de esta via metabodlica
controlan la hemodindmica renal (Rahman et al., 1997) y la respuesta renal en procesos,

como por ejemplo, cambios en la concentracidon de sales en la dieta.
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Como se comentara mas adelante (apartado 4.5 del Capitulo 1V), estos metabolitos
pueden estar involucrados tanto en la patofisiologia de la hipertension portal como en el

desarrollo de fallo renal asociado a la cirrosis.

II.- COX-1y COX-2

La ciclooxigenasa (COX), también conocida como prostaglandina H sintasa o pros-
taglandina endoperdxido sintasa, es un enzima bifuncional que unido a la membrana, cata-
liza el paso limitante en la produccién de PGs y tromboxano (TX) (Ohki et al., 1979;
Smith y Song, 2002). El término “ciclooxigenasa” se adoptd en 1974, después de descubrir
que la reaccidn catalizada por este enzima incluia dos pasos: la ciclacion y la oxigenacion
del AA (ver Figura 5). En 1976 se purifico la isoforma COX-1 (entonces llamada COX
simplemente) a partir de vesiculas seminales ovinas y bovinas (Hemler y Lands, 1976;
Miyamoto ef al., 1976), y hasta 1988 no se clono6 su gen (DeWitt y Smith, 1988; Merlie et
al., 1988; Yokoyama y Tanabe, 1989). Durante muchos afios se pens6 que esta isoforma
constitutivamente activa era la Unica ciclooxigenasa existente en las células eucariotas,
hasta que en 1991 dos laboratorios identificaron de forma independiente la inducible COX-
2, a partir de estudios de division celular (Kujubu et al., 1991; Xie et al., 1991). Ahora se
sabe que todos los vertebrados estudiados, incluyendo peces cartilaginosos, dseos, aves y

mamiferos, expresan las dos isoformas de la COX (Jarving et al., 2004).

1.- Estructura génica:

Los genes que codifican para la COX-1 y la COX-2 se encuentran en cromosomas
diferentes; el de la COX-1 se localiza en el cromosoma 2 en roedores y en el 9 en huma-
nos, mientras que el de la COX-2 en el cromosoma 1 tanto en ratones como en humanos
(Pairet y Engelhardt, 1996). El gen de la COX-1 esta formado por 11 exones y abarca una
region de 22 kb de DNA gendmico, que al transcribirse da lugar a un RNAm de 2.8 kb
(Hla y Neilson, 1992; Yokoyama y Tanabe, 1989). El gen de la COX-2, en cambio, esta
constituido por 10 exones, que representan 8 kb de DNA gendmico que, por transcripcion,
origina tres variantes de RNAm de 4.6, 4.0 y 2.8 kb (Jones et al., 1993; Tanabe y Tohnai,
2002).
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En términos generales, el gen de la COX-1 muestra caracteristicas tipicas de los
housekeeping genes (entre ellas, que no posee TATA box), mientras que el de la COX-2 es
un gen de respuesta primaria, que posee multiples lugares que controlan su expresion a
nivel transcripcional. En concreto, los andlisis de secuencia de la region 5 han revelado la
existencia de algunos elementos reguladores de transcripciéon como una 7ATA box, un mo-
tivo NF-IL-6, dos lugares AP-2, tres Spl, dos NF-xB, un motivo Cre y una E-box (revisa-
do en Claria, 2003; Tanabe y Tohnai, 2002). En 1996, Ristimaki y colaboradores describie-
ron que la dexametasona downregulaba de forma muy rapida la expresion de la COX-2 por
desestabilizacion del RNAm (Ristimaki et al., 1996). El mapeo de la regiéon 3’ no traducida
(3’-UTR) de la COX-2 habia revelado la existencia de lugares de poliadenilacion alternati-
va que daban lugar a dos RNAm diferentes: COX-246 y COX-2,3, observandose que tras
el tratamiento con dexametasona, la isoforma COX-246 decaia de forma mas répida que la
COX-2,5. Appleby y colaboradores describieron que en 3’-UTR del gen de la COX-2 exis-
tian multiples regiones conservadas evolutivamente y 22 copias de motivos AUUUA
(Appleby et al., 1994). A raiz de estos hallazgos se sugirid que estos elementos de 3’-UTR
cooperaban en la desestabilizacion del RNAm (Ristimaki ef al., 1996).

La expresion del gen de la COX-2 se ve aumentada por mediadores inflamatorios
solubles (IL-1a y B, TNFa, IFNY), factores de crecimiento (EGF, PDGF y FGF) y oncoge-
nes (v-src y v-ras) (Herschman, 1996). Por otra parte, la expresion de COX-2 se encuentra
disminuida por antiinflamatorios esteroideos como la dexametasona, la cual, ademas de
reducir la transcripcion, también reduce la estabilidad del RNAm de la COX-2 como se ha
comentado anteriormente (Newton et al., 1998; Ristimaki et al., 1996). Existen otras for-
mas de represion de la COX-2, como por ejemplo la mediada por glucocorticoides, en las
que se puede estar produciendo un descenso en la transcripcion mediada por AP-1 y NF-
kB (Scheinman et al., 1995). Ademas, los PPARs son capaces de regular la expresion de la
COX-2, reconociendo secuencias PPREs (PPAR-responsive elements) que se encuentran
en el promotor de su gen, activando su transcripcion (Meade et al., 1999). No obstante,
también se ha constatado que ciertos ligandos del PPARY inhiben la induccién de la COX-
2 mediada por TPA (12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato) en células epiteliales humanas,
y bloquean la expresion mediada por AP-1 y NF-kB (Inoue et al., 2000; Subbaramaiah et
al.,2001).
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2.- Estructura proteica:

COX-1 y COX-2 son proteinas formadas por dos subunidades glicosiladas que, tras
su sintesis, se transportan a la superficie luminal de la membrana nuclear y del reticulo

endoplasmatico donde residen (Spencer et al., 1998) (ver Figura 4).

Figura 4. Estructura cristalografica de COX-1 (izq.) y COX-2 (der.). Dominios funcio-
nales: dominio de unién a membrana (amarillo), dominio de dimerizacién (verde), dominio
catalitico (azul) y grupo hemo (rojo). En la parte superior de cada monémero puede apre-
ciarse el lugar activo de la actividad peroxidasa (Figura extraida de Simmons et al., 2004).

Ambos enzimas presentan una masa molecular muy similar (sobre los 70 kDa), a
pesar de que sus proteinas no son tan semejantes, conservando tan sélo un 60% de homo-
logia a nivel de aminoacidos. Aunque las dos isoformas catalizan idénticas reacciones y
muestran las mismas constantes cinéticas para la conversion del AA en prostanoides, el
centro activo de la COX-1 es mas pequefio que el de la COX-2, lo cual puede permitir a la
COX-2 una mayor selectividad de sustratos diferentes al AA; por ejemplo, COX-2 es mas
eficiente que COX-1 con el 2-araquidonilglicerol, la anandamida y los 4cidos grasos m-3,

tales como el eicosapentaeinoico (EPA) y el docosahenoico (DHA) (Kozak ef al., 2000).

Cada cadena polipeptidica de la COX estd organizada en cuatro dominios estructu-
rales: tras el péptido sefial que marcaria al polipéptido para ser translocado a la membrana,
en la zona amino-terminal, existen dominios con posibilidad de formar puentes disulfuro y
con una conformacidén muy similar al EGF, que constituyen el dominio de dimerizacion. A
continuacion encontramos un dominio formado por hélices a de cardcter anfipatico. Fi-
nalmente, el dominio de mayor tamafio posee una estructura globular donde se situa el do-
minio catalitico, formado por una estructura de hélices a. Este dominio forma dos 16bulos
en la cara interna, en los cuales se localiza el grupo hemo necesario para la actividad pe-
roxidasa (ver Figura 4). El dimero se forma por la interaccién de dos dominios de dimeri-

zacion de cada mondmero, de forma que queda un canal hidrofébico de acceso a los domi-
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nios cataliticos. A este canal no solo tienen acceso los sustratos lipidicos, sino también los
AINEs. En el canal de acceso de la COX-1 se encuentran algunos residuos interesantes
implicados en la actividad enzimatica, como la tirosina 385 (Tyr 371 en COX-2) implicada
en la actividad ciclooxigenasa, la serina 530, que es el residuo acetilado por aspirina, o la
arginina 120 (Arg 104 en la COX-2) que junto con el glutamato 524 son los dos tnicos
residuos ionicos del canal (Garavito y DeWitt, 1999).

3.- Reacciones catalizadas por la COX:

El primer paso en la formacion de PGs es la liberacion del AA de los fosfolipidos
unidos a membrana, normalmente por la accion de la cPLA; del grupo IV. Una vez libera-
do, tanto COX-1 como COX-2 lo transforman en PGG, y PGH, por idénticas reacciones:
de hecho la COX es un enzima dual que afiade dos moléculas de oxigeno al AA para for-
mar PGG; y después reduce a este hidroperdxido ciclico en el endopéroxido altamente re-
activo PGH; (ver Figura 5) (Ohki et al., 1979; Smith y Song, 2002), que actua como sustra-
to intermediario para la sintesis de PGs de las series E,, F», D, e I, (esta ultima también
llamada prostaciclina) y TXA,.

I HW COOH
L
Acido Araquiddnico

CICLOOXIGENASA ‘ 20,

PEROXIDASA §2e

L OH PGH,

Figura 5. Reacciones de ciclacion y peroxidacion de la COX. Reacciones consecutivas,
catalizadas por las ciclooxigenasas o prostaglandinas endoperoxido H sintasas. PGG, es re-
ducido a PGH,. (Figura extraida de Smith y Song, 2002).

El hecho de que la PGH; se transforme en un metabolito o en otro esta regulado de
forma especifica, dependiendo del tipo celular y de las sintasas que éste exprese, de tal
manera que cualquier célula formadora de prostanoides, sintetiza uno de ellos mayorita-

riamente. Por ejemplo, PGH; se transforma en PGD; en el cerebro y en mastocitos por el
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enzima citosolico PGD sintasa. Alternativamente, PGH; puede convertirse en PGF;,, por la
PGF sintasa, que se expresa principalmente en el ttero. Las células endoteliales vasculares
producen PGI; o prostaciclina a partir de la PGH, mediante la PGI sintasa, y las plaquetas
liberan TXA; a partir de la PGH; por la accién de la TX sintasa. Tanto la PGI, como el
TXA; tienen una vida media muy corta (30 segundos y 3 minutos, respectivamente) y rapi-
damente son hidrolizados a los compuestos inactivos 6-keto-PGF;, y TXB, (Figura 6).
Finalmente, PGE, se produce en muchos tipos celulares mediante la PGE sintasa, que en
mamiferos existe bajo tres isoformas diferentes: PGES-1m, PGES-1¢ y PGES-2m. PGES-
Im se identificod y caracterizé en 1999 por Jakobsson y colaboradores (Jakobsson et al.,
1999), como miembro de la superfamilia de proteinas asociadas a membrana e involucra-
das en el metabolismo de eicosanoides y de glutation (membrane-associated proteins in-
volved in eicosanoid and glutathione metabolism, MAPEG), y con capacidad de catalizar
la conversion de PGH, a PGE,. Mas tarde se clono la PGES-1c¢, forma citosolica de la PGE
sintasa expresada de forma ubicua, que también isomeriza PGH; a PGE,, especificamente
en presencia de glutation (Murakami y Kudo, 2004; Tanioka et al., 2000). Finalmente, en
el afio 2002 se identifico una segunda isoforma de PGE sintasa asociada a membrana, la
PGES-2m (Tanikawa et al., 2002). De entre las tres isoformas, la PGES-1m es la que ha
recibido mayor atencién porque este enzima es inducible y se encuentra funcionalmente

ligado a la isoforma COX-2 (Mancini et al., 2001; Murakami y Kudo, 2004).

Acido Araquidénico
o>
eox-2>

PGG,

PGH, PGD,

PGI,— 6-keto-PGF,,
TXA,—TXB,

Figura 6. Via de las ciclooxigenasas (COX). Ambas isoformas de la COX (COX-1 y
COX-2) oxigenan al acido araquidonico para formar la postaglandina (PG) G,, que rapida-
mente se reduce a PGH,, endoperdxido muy inestable que origina los diferentes tipos de
PGs por accién de diversas sintasas. (Figura adaptada de Claria y Lopez-Parra, 2005).
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4.- Expresion de COX-1 vy COX-2:

Las diferencias mas notables entre COX-1 y COX-2 se aprecian a nivel de expresion
y distribucidn tisular, asi como en su funcién celular y fisiologica. Asi, la COX-1 se expresa
constitutivamente en la mayoria de los tejidos de las diferentes especies animales, incluyendo
el sistema gastrointestinal (estdmago, duodeno, yeyuno, ileon, colon), higado, rifién, muscula-
tura lisa vascular y plaquetas (Kargman et al., 1996; Morita, 2002). Aparte de esta expresion
constitutiva, se han descrito procesos de induccion en la expresion de la COX-1 en células
endoteliales quiescentes y en mastocitos diferenciados (Smith y DeWitt, 1996), pero sin em-
bargo, se desconocen hasta el momento los elementos que regulan esta expresion inducida de
la COX-1. En general, la actividad de esta isoforma ha sido relacionada con las funciones
homeostaticas de las PGs, como la citoproteccion de la mucosa gastrica y el mantenimiento
de la funcidén plaquetar y de la perfusion renal. La COX-2, en cambio, en situaciones norma-
les es indetectable en la mayoria de tejidos y células (excepto en el rifién, placenta, cerebro y
en las plaquetas de nueva formacién, en los que hay una expresion basal constitutiva), pero se
upregula en respuesta a estimulos proinflamatorios. Debido a ello se ha identificado a esta
isoforma como la que posee una expresion inducible, y la que sintetiza las PGs involucradas
en procesos de inflamacion, mientras que las PGs derivadas de la COX-1 se han considerado
responsables de preservar las funciones fisioldgicas. En concreto, se ha observado upregula-
cion de la COX-2 en presencia de estimulos mitogénicos e inflamatorios como LPS, IL-1,
TNF, suero, EGF, acido retinoico, endotelina, etc... Ademas, también se encuentra incremen-
tada su expresion en algunas condiciones patologicas: en el rifion durante la restriccion de
sodio, en adenomas intestinales y tumores de colon, en la microglia de los centros cognitivos
en el hipocampo, y en la corteza en casos de Alzheimer (revisado en detalle en Williams et

al., 1999).

5.- COX-3:

Hasta hace practicamente dos afios, la existencia de sélo dos isoformas de la COX
(COX-1 y COX-2) no podia explicar las potentes acciones analgésicas y antipiréticas del
acetaminofeno (paracetamol). Este compuesto a menudo se clasificaba como un AINE, a
pesar de que en la practica clinica y en modelos animales se habia visto que poseia una
muy baja actividad antiinflamatoria (Botting, 2000). Ya en 1972, Flower y Vane habian

demostrado que el paracetamol inhibia con mayor intensidad la actividad COX en homo-
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genados de cerebro de perro que en homogenados de bazo (Flower y Vane, 1972). Esto
hizo pensar que existian variantes de la COX con diferente sensibilidad al paracetamol, y
que, dado que ni COX-1 ni COX-2 eran estos candidatos, debia haber otro isoenzima sobre
el que estuviera actuando el acetaminofeno. No fue hasta el afio 2002 que el grupo de Da-
niel L. Simmons describié la existencia de la COX-3 en la corteza cerebral canina
(Chandrasekharan ef al., 2002). En este trabajo se sugiere que por splicing alternativo, el
gen COX-1 canino genera diferentes variantes d¢ RNAm: COX-3, COX-1 y dos COX-1
parciales denominadas proteinas PCOX-1 (PCOX-1a y PCOX-1b). En concreto el RNAm
de la COX-3 es idéntico al de COX-1 pero manteniendo el intrén 1; esto supone que, a

nivel de proteina, COX-3 presenta una insercion de 30-34 aminoacidos dentro del péptido

sefial hidrofébico (ver Figura 7).
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REGULACION DE LA EXPRESION Y LA ACTIVIDAD DE LA COX:

1.-Nivel Transcripcional:

2.-

* Elementos en cis: se ha descrito la existencia de TATA box, y motivos NF-IL-6, AP-2, Spl,
NF-«B, Cre y E-box en el promotor del gen de la COX-2 principalmente (aunque también se
cree que pueden existir algunos elementos en el promotor de la COX-1).

* Lugares alternativos de splicing y poliadenilacion: se han descrito diversas variantes de la
COX-1 que afectan a la zona codificante del gen y que dan lugar a diferentes isoenzimas
(entre ellos, la COX-3, la COX-1 parcial o PCOX-1,...comentadas en Chandrasekharan et
al., 2002) (ver Figura 7), y ademas diferentes transcritos tanto de COX-1 como de COX-2
(Hla, 1996; Ristimaki et al., 1996).

» SNPs: tanto en COX-1 como en COX-2 se han identificado multiples SNPs (single
nucleotide polymorphisms) que pueden dar lugar a una mayor susceptibilidad a padecer
diferentes enfermedades (discutido en detalle en Cipollone y Patrono, 2002; Ulrich et al.,
2002).

Nivel Postraduccional:

* Glicosilacién: tanto COX-1 como COX-2 estan glicosiladas, siendo alguna de estas
modificaciones esencial para el correcto plegamiento de la COX-1 (Otto et al., 1993), o
incluso dando lugar a diferentes formas glicosiladas de la COX-2 que se han asociado con la
transformacion celular inducida por un virus (Evett ez al., 1993).

» Compuestos endogenos: la COX de nueva sintesis debe activarse mediante la formacion del
radical tirosil en la Tyr385, por accion de diversos oxidantes (peréxidos lipidicos,
peroxinitritos,...) que provocan la oxidacién del radical Fe** a Fe*".

* Autoinactivacion enzimatica: se ha descrito una inactivacion de ambas isoformas debida a
la generacion de especies reactivas que atacan al propio enzima.

» AINEs: todos los AINEs actian como inhibidores del centro activo de ambas isoformas,
aunque los mecanismos sean diferentes para cada AINE.

* Modulacion de la actividad ciclooxigenasa y peroxidasa: (todavia en estudio) existen
diferentes metabolitos como por ejemplo el NO o diversas proteinas, que pueden unirse a la
COX (Simmons ef al., 2004) con la finalidad de modificar la V,,; o la Ky de oxidacion del
AA, alterar la especificidad del sustrato, canalizar al sustrato entre los dos centros activos, o
entre la COX y sus elementos downstream de la via.
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En el hombre se ha encontrado COX-3 como un transcrito de 5.2 kb que es mas
abundante en cerebro y corazdn, pero es posible que a nivel de proteina, esta nueva iso-
forma no sea relevante en humanos, ya que parece que existe un nucleétido de diferencia
en el intron 1 humano con respecto al canino, que hace que se produzca un cambio en la
pauta de lectura, pudiendo provocar la imposibilidad de dar lugar a una proteina COX-3

con capacidad catalitica.

Dominios de dimerizacién
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Figura 7. Estructura proteica de las COX. Diagrama de los dominios funcionales de
COX-1 y COX-2 y los efectos del splicing alternativo en la insercion del intrén -1 en la
COX-3 canina 'y en la PCOX-1b y deleccion de 5 a 8 intrones en la PCOX-1a canina. (Figu-
ra adaptada de Simmons ef al., 2004).

III. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS EICOSANOIDES DERIVADOS DE LA COX

1.- Productos de la via de la COX:

En los afios 30, las PGs fueron aisladas por vez primera a partir de muestras de se-
men, prostata y vesiculas seminales, destacandose su capacidad para disminuir la presion
arterial y producir contractilidad de la musculatura lisa (Goldblatt, 1933; von Euler, 1935).
Treinta afios después Bergstrom y Samuelsson establecieron la estructura de las dos prime-
ras PGs que se denominaron PGE y PGF por su respectiva distribucion en éter y tampdon
fosfato, demostrando ademas que se producian a partir del AA (Bergstrom et al., 1964). En
la actualidad el nombre de “prostaglandinas” engloba diez grupos moleculares especificos,
designados por las letras de la A a la J, que se diferencian entre ellos por el grupo funcional

que se encuentra en las posiciones 9 y 11 del anillo ciclopentano (Hecker et al, 1995). Ca-
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da grupo de PGs esta formado por tres series designadas por los nimeros 1, 2 y 3 en forma
de subindice, dependiendo del precursor del que derivan: acido di-homo-y-linoleico, AA o
EPA, respectivamente. Entre las PGs, las mas ampliamente distribuidas y estudiadas son
las que derivan del AA (PGE,, PGD,, PGI; y PGF,,). En cuanto a la PGF, el subindice
adicional a o B hace referencia a la configuracion espacial del grupo hidroxilo del carbono
9. En los ultimos afios han adoptado gran protagonismo las PGs ciclopentenonas, que son
un grupo de PGs que resultan de la deshidratacion de la PGD,. Asi por ejemplo se originan
compuestos como la PGJ,, A'"2-PGJ,, y 15-deoxi-A'*"*-PGJ, (15d-PGlJ,), siendo esta ultima, un
ligando para el receptor nuclear PPARy (Urade y Eguchi, 2002) y comentado en mas detalle en
capitulos posteriores de esta tesis. También merece una mencion especial el TXA,, cuya es-
tructura y biosintesis fue elucidada al poco tiempo de descubrise las PGs, y que posee una

potente actividad vasoconstrictora y proagregante plaquetar (Hecker ef al, 1995).

2.- Receptores de prostanoides:

De forma similar a lo que ocurre con los elementos downstream de la PGH, (PG
sintasas e isomerasas), los receptores de prostanoides son también especificos de célula y
de tejido. Por splicing alternativo se han identificado al menos 9 receptores de PGs, asi
como algunas de sus variantes, que pertenecen a la subfamilia de receptores acoplados a
proteina G de membrana (GPCR) con siete dominios transmembrana (Funk, 2001). Cuatro
de los subtipos de receptores unen PGE, (EP1-EP4), dos unen PGD, (DP1 y DP2), dos
unen PGF,, (FPa y FPB) y uno un PGI, (IP) (Funk, 2001). En cuanto al TXA,, se sabe que
en humanos existen dos receptores, el TPa y el TP, que resultan por splicing alternativo
del mismo gen (Hirata et al., 1991). Los GPCRs, una vez se han unido a su ligando, se
activan y transducen la sefial de activacion a la proteina G que conferird especificidad a la
sefial, dependiendo del tipo de proteina G del que se trate; asi, los receptores IP, DP1, EP2
y EP4 estan asociados a la activacion de proteinas Gs, y por tanto provocan un aumento en
la concentracion intracelular de AMPc, mientras que EP1, FP y TP se asocian al incremen-
to en la concentracién intracelular de Ca*" mediado por proteina Gq. De forma excepcional,
el receptor EP3 estd asociado a la Gj, causando un descenso en los niveles intracelulares de
AMPc.

La clonacién y caracterizacion de estos receptores de prostanoides ha facilitado el

desarrollo de agonistas y antagonistas sintéticos para cada uno de ellos. De hecho, la mo-
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dulacién de la via biosintética de la COX por compuestos que actuan sobre receptores es-
pecificos puede ofrecer ventajas sobre los inhibidores que actuan wupstream. Aunque la
industria farmacéutica se ha centrado en este area de investigacion, el desarrollo clinico de
nuevas drogas es escaso, posiblemente por su complejidad. No obstante, los compuestos
desarrollados han resultado ser muy utiles en la caracterizacion de las actividades biologi-
cas de los receptores de prostanoides y algunos han mostrado también su potencial terapéu-

tico.

AGONISTAS Y ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES DE PROSTANOIDES:

* misoprostol (Cytotec®): agonista del receptor EP3 que se usa como un adyuvante a la te-
rapia inhibidora de la COX para reducir la irritacion gastrica y el sangrado.

* fluprostenol (7ravopost®): agonista del receptor FP comercializado para el tratamiento
del glaucoma.

* iloprost (Ventavis®): agonista del receptor IP utilizado en la hipertension pulmonar.

* AA-2114 (Seratrodast®) y BAY-U-3405 (Baynas®): antagonistas del receptor TX de
administracion oral, comercializados para el tratamiento del asma (Dogne et al., 2002;
Funk, 2001; Narumiya y FitzGerald, 2001).

Ademas de la sefializacién mediada por receptores asociados a proteinas G, se ha
postulado que las PGs derivadas de ambas isoformas de la COX localizadas en la cubierta
nuclear, podrian mediar sefiales a través de receptores nucleares (Spencer et al., 1998). En
este sentido, se ha constatado que ciertos productos de la COX, como la PGJ,, 15d-PGJ, y
PGA, pueden activar receptores nucleares de la clase de los PPARs (Forman ef al., 1995;
Kliewer et al., 1995; Spencer et al., 1998). Asimismo, en estudios recientes se ha demos-
trado que estos eicosanoides, ademas de actuar a través de los PPARs, pueden inhibir la
actividad de otros elementos nucleares como la kinasa [kB, bloqueando la via del factor de
transcripcion NF-kB (Rossi et al., 2000; Spencer ef al., 1998). No obstante, dada la impor-
tancia que adquiere el PPARYy en el segundo trabajo de esta tesis doctoral, una explicacion
mas detallada de los PPARs, y en particular sobre este subtipo concreto, se realiza en el

apartado siguiente.

2.1.- Receptores nucleares (PPARs). PPARy

Los PPARSs son factores de transcripcion activados por ligando que pertenecen a la
superfamilia de receptores nucleares de hormonas, tales como los receptores de hormonas
retinoideas, esteroideas y tiroideas (Evans, 1988). Todos los miembros de esta familia pre-

sentan una organizacion estructural similar: una regiéon aminoterminal, que permite la acti-
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vacion independiente de ligando, seguida de un dominio de union a DNA (constituido por
dos “dedos de zinc”), y en el extremo carboxiterminal un dominio de activacion depen-

diente de ligando (Moras y Gronemeyer, 1998).

Hasta la fecha, se han identificado tres subtipos de PPARs: PPARa, PPARP (o
PPARS) y PPARY que comparten un 60-80% de homologia en sus dominios de unién a
ligando y al DNA. Las tres isoformas derivan de genes diferentes: el PPARa humano esta
localizado en el cromosoma 22, el PPARy en el cromosoma 3, y el PPARP en el 6. El
nombre de PPAR surgié a raiz de la clonacién del primer miembro de la familia, el
PPARa, comprobandose que, tras ser activado en hepatocitos de roedores, provocaba la

proliferacion de los peroxisomas; no obstante, esta respuesta no la produce ni la activacion

del PPARY ni del PPARS.

Al contrario que otros receptores nucleares, los PPARs se consideran algo promis-
cuos, ya que pueden aceptar ligandos de naturaleza muy diferente. Asi, pueden ser activa-
dos tanto por ligandos naturales (acidos grasos -AA, EPA-, eicosanoides -8-HETE, 15d-
PGlJ,-, fosfolipidos oxidados,...) como por compuestos sintéticos (ver Figura 8). Entre estos
ultimos destacan farmacos como los hipotrigliceridémicos (fibratos), que actuan activando

el PPARaq, y las tiazolidinedionas (TZDs), una clase de sensibilizadores a la insulina que

activan el PPARy.
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Figura 8. Agonistas naturales y regulacion de la actividad transcripcional de los PPARs.
a). Metabolitos de las ciclooxigenasas y lipoxigenasas con capacidad de actuar como agonis-
tas naturales de los PPARs. b). Mecanismos de activacion o represion de la transcripcion de
genes provistos de PPRE (PPAR-resposive elements) (Figura tomada de Michalik ef al.,
2004).
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El PPAR activado por union a su ligando debe formar obligatoriamente un hetero-
dimero con el receptor del 4cido 9-cis-retinoico (RXR), adquiriendo entonces la capacidad
de actuar como complejo transcripcionalmente activo. Con esta conformacidn es capaz de
reconocer secuencias PPREs (PPAR-responsive elements), especificas de los promotores
de determinados genes, activando asi su transcripcion. En general, la activacion de los
PPARs provoca la transcripcion de genes implicados principalmente en el metabolismo
lipidico y de la glucosa (adiponectina, acilCoA sintasa, receptor CD36 scavenger, fosfoe-
nolpiruvatocarboxiquinasa,...), asi como la downregulacion de genes proinflamatorios. Se
sabe que el complejo PPAR/RXR puede ser activado tanto por ligandos de uno como del
otro elemento, y si se unen ambos ligandos a la vez, el efecto activador es sinérgico. En
ausencia de ligando, para prevenir la union de PPAR/RXR al PPRE, se forman complejos
de alta afinidad entre el heterodimero inactivo y moléculas co-represoras (ver figura 8b).
Al unirse el ligando y activarse, estos co-represores son desplazados y el heterodimero es
libre de unirse al PPRE en la zona promotora del gen en cuestion, resultando en activacion
(“transactivacidon’) o represion (“transrepresion’) de €ste. En el primer caso, para dar lugar
a la activacién de la transcripcion, es necesario que ademas se produzca reclutamiento de
proteinas co-activadoras. Para el caso de la “transrepresion” el heterodimero puede actuar
de tres formas diferentes: secuestrando co-activadores, secuestrando factores de transcrip-
cion, o bien, inhibiendo la fosforilacién y activacion de miembros de la familia de las MAP

kinasas, necesarias para que se produzca la transcripcion (Desvergne y Wahli, 1999).

La distribucidn tisular varia en funcidén del subtipo: PPARa se encuentra princi-
palmente en higado, rifién y musculo esquelético y cardiaco; PPARS se expresa de forma
ubicua, mientras que PPARy se encuentra principalmente en adipocitos y en células del
sistema inmune (monocitos/macrofagos, células T y B y células dendriticas). En el rifion,
no obstante, se ha encontrado expresion de los tres miembros de la familia (Guan ef al.,
1997), y en concreto, el PPARY se expresa en grandes cantidades en células de los tibulos
colectores de la médula interna (Guan et al., 1997) y también en células mesangiales (en
ratas, Nicholas et al., 2001, y en conejos, Guan et al., 2001). Hay discrepancias sobre si
también se expresa en la corteza renal, pero éstas podrian ser debidas a diferencias en la

especie estudiada o bien a la metodologia empleada (Guan et al., 2001; Yang et al.,

1999a).
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Centrandonos exclusivamente en el PPARy (subtipo estudiado en el segundo traba-
jo de esta tesis doctoral), se han identificado dos isoformas, PPARy1 y y2, siendo la y1 la
que se expresa en muchos tejidos, mientras que y2 es exclusiva de adipocitos
(Abdelrahman et al., 2005). E1 PPARY es activado por una gran variedad de ligandos lipo-
filicos, como los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga y algunos eicosanoides. En
concreto, el AA, el acido gamolénico, el DHA, el EPA, asi como los acidos 12- y 15-
HETE y 9- y 13-HODE, unen y activan al PPARy (Willson et al., 2000). No obstante, el
agonista natural por excelencia del PPARy que ha sido utilizado mas en experimentacion

es la 15d-PGJ, (Forman et al., 1995).

2.1.1- 15d-PGJ>:

La 15d-PGJ; es una PG con un anillo ciclopentenona, que se descubrid por primera
vez en 1983, al incubar a la PGD, en presencia de albumina durante largos periodos de
tiempo (Fitzpatrick y Wynalda, 1983) (ver Figura 9). Durante muchos afios no se le presto
demasiada atencion, hasta que en 1995, dos grupos al mismo tiempo descubrieron que era
capaz de activar el PPARy (Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995). Como hasta el mo-
mento se desconocia cudl era el ligando enddgeno del PPARY, estos trabajos fueron muy
importantes ya que se hipotetizaba que la 15d-PGJ, podia ejercer este rol. Aunque queda
perfectamente demostrado por numerosos trabajos que esta PG puede estimular al PPARy,
para que se considere su ligando enddgeno, debe actuar a concentraciones consistentes con
los niveles fisiologicos. Sin embargo, a diferencia de otras PGs cuya actividad se produce
en el rango de nM, hasta el momento las concentraciones reportadas de 15d-PGlJ, requeri-
das para activar el PPARY son del orden de uM (Powell, 2003). Ademas, habiéndose de-
mostrado que in vitro la PGD,, por deshidrataciones sucesivas en presencia de albimina,
da lugar a la 15d-PGJ», no hay evidencias de la sintesis enzimatica de estas PGs in vivo.
Utilizando cromatografia liquida altamente sensible acoplada a la espectrometria de masas,
Bell-Parikh y colaboradores reportaron que, aunque la 15d-PGJ, podia producirse in vivo,
los niveles sintetizados no eran suficientes para que actuara como ligando enddgeno del
PPARYy (Bell-Parikh ef al., 2003). De hecho, en este trabajo se observé que la 15d-PGJ, era
un metabolito de la via de la COX-2, que se detectaba en pequefias cantidades en la orina
humana, pero que no mediaba la maduracién de los adipocitos dependiente de PPARY, ni

tampoco se veia alterada su biosintesis en procesos inflamatorios en humanos, en los cua-
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les se habia implicado su papel como ligando del PPARy y modulador de NF-kB. Asi, to-
davia en la actualidad no esté claro si la 15d-PGJ; es un activador endégeno del PPARy o
no, pero lo que si es evidente es que es su ligando natural mas potente identificado hasta el

momento y que ademas es, con mucho, el mas utilizado en estudios in vitro (Forman et al.,

1995).

Al contrario que las PGs convencionales y debido a su anillo ciclopentenona alta-
mente reactivo, la 15d-PGlJ; ejerce potentes acciones inmunomoduladoras y antiinflamato-
rias (Gilroy et al., 2004), bien sea por mecanismos dependientes de PPARYy (actuando co-
mo ligando), bien por mecanismos independientes de éste. En cuanto a las acciones antiin-
flamatorias independientes del PPARY, cabe destacar la downregulacion de la actividad
transcripcional del NF-kB (Petrova et al., 1999), la inhibicion de la produccion de citoqui-
nas en monocitos (Thieringer et al., 2000) y la inhibicion de la adhesién de neutrofilos
(Vaidya et al., 1999). De hecho, las acciones antiinflamatorias de la 15d-PGJ, se han aso-
ciado con la inhibicidn directa de enzimas claves de la via de la COX como la cPLA,, la

COX-2 y la PGE; sintasa inducible (Quraishi ef al., 2002; Tsubouchi et al., 2001).
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Figura 9. Sintesis no enzimatica de la 15dPGJ,. La 15dPGJ, se origina a partir de la PGD,
en presencia de albumina. La 15d-PGJ, puede ejercer sus acciones por mecanismos depen-

dientes o independientes del PPARy. (Figura tomada del comentario que se deriva del articu-
lo de Bell-Parikh et al., 2003).

En concreto se ha descrito que las PGs ciclopentenonas suprimen la inflamacion
crénica y la formacion de pannus en ratas con artritis adyuvante inducida (Kawahito et al.,
2000) y que ejercen un rol protector en modelos de dafio renal por isquemia-reperfusion

(Chatterjee et al., 2004) y enfermedad inflamatoria intestinal (Cuzzocrea et al., 2003). Es
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interesante destacar que en ratas con pleuritis inducida por carragenina, en la cuales la pro-
duccién de 15d-PGlJ; tiene lugar durante la fase de resolucion, la inhibicion de la sintesis de
PGs ciclopentenonas se asocia con un proceso inflamatorio exacerbado, mientras que la ad-
ministracién de 15d-PGJ;, provoca la resolucion de la inflamacion (Gilroy et al., 1999; Gilroy
et al.,2003).

Por tanto, todos estos estudios en diferentes modelos animales de enfermedad indican
que la administracion de 15d-PGJ, podria significar una nueva terapia antiinflamatoria. Para
una revision exhaustiva de todos estos procesos independientes del PPARy puede consultarse

el trabajo de Gilroy et al., 2004.

2.1.2- Efectos terapéuticos de la activacion del PPARYy:

Tal y como se ha comentado anteriormente, ademas de los ligandos naturales, se ha
observado que determinados compuestos sintéticos también actuan como agonistas del
PPARY. Entre estos, cabe destacar los AINEs como la indometacina o el ibuprofeno, de-
mostrandose que poseen una gran capacidad de actuar como activadores del PPARY en
concentraciones del orden de uM, caracterizandose por tanto otro mecanismo de accion de
estos farmacos ampliamente utilizados (Lehmann ef al., 1997). No obstante, y dado que la
activacion del PPARY se asocia a un efecto hipoglicemiante generalizado, la busqueda de
agonistas sintéticos del PPARY ha adquirido gran importancia en la clinica, principalmente
en el tratamiento de la diabetes de tipo II, desarrollandose familias de drogas antidiabéticas
del tipo tiazolidinedionas (TZDs) y glitazonas, entre las que se encuentran compuestos

como la rosiglitazona, pioglitazona, ciglitazona y troglitazona.

Sin embargo, en los ultimos afios han surgido estudios en los que se intenta demos-
trar que los efectos terapéuticos de los agonistas del PPARy van mas alla de su uso en
diabetes, adquiriendo importancia en procesos en los que se produce inflamacion, shock,
fibrosis, proliferacion celular masiva o dafio por isquemia/reperfusion. En este sentido, la
existencia de numerosos estudios en diferentes modelos de inflamacion en multiples 6rga-
nos y especies, permite concluir que la activacion del PPARy (tanto por 15d-PGJ, como
por las glitazonas) puede ser 1til como terapia en los desérdenes inflamatorios en general,
regulando negativamente la expresion de genes proinflamatorios que se inducen durante la
diferenciacidon y activacion de los macréfagos (ver mecanismos de “transrepresion” co-

mentados anteriormente). De hecho, se ha visto que el PPARy se expresa en monoci-
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tos/macrofagos humanos y murinos, y que existe una relacion entre el grado de activacion
y diferenciacion de estas células y la expresion del PPARy. De entre los multiples procesos
que se han descrito asociados a este efecto antiinflamatorio destacariamos entre otros el
hecho de que la activacion del PPARY suprime la expresion de COX-2 impidiendo la acti-

vacion y translocacion de NF-kB (Abdelrahman et al., 2005).

En cuanto a su papel en los procesos fibrosos, son multiples los estudios en los que
se ha reportado que la activacion del PPARY ejerce un efecto terapéutico y antifibrogénico

en organos como el rifién (Isshiki ez al., 2000) o el higado (Planaguma et al., 2005).

Respecto a la proliferacion celular, también se han publicado numerosos trabajos
realizados con diferentes tipos celulares (células mesangiales, células de Kupffer, células
de Ito, células musculares lisas,...), en los que se demuestra que la activacion del PPARy

inhibe la proliferacion celular, bien sea por arresto del ciclo, bien por induccion de apopto-

sis (Chinetti et al., 1998; Guan et al., 2001; Planaguma et al., 2005).

3.- Acciones biologicas de los prostanoides:

La activacion de los receptores de prostanoides dispara diferentes procesos celula-
res en los distintos tejidos. Dada la gran variedad de acciones que ejercen estos metaboli-
tos, en este apartado se comentaran de forma muy general sélo aquellas actividades mas
relevantes de las PGs, y que tienen lugar basicamente en el tracto gastrointestinal, el siste-
ma cardiovascular, el sistema respiratorio y renal, el SNC y periférico y los 6rganos repro-

ductores.

A nivel gastrointestinal se ha descrito un papel citoprotector de las PGs y modula-
dor de las secreciones y motilidad gastrica, que resulta de la combinacion de diferentes
procesos complejos. Ademas, debe destacarse que entre los roles mas establecidos de las
PGs, se encuentra el de participar en el desarrollo de cancer de colon (muchos de los traba-

jos publicados al respecto se comentan en Claria, 2003).

En el sistema cardiovascular la accion de los prostanoides se centra sobre todo a

nivel de células musculares lisas y plaquetas, donde la PGI, presenta acciones contrarias a
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las del TXA,. Asi, en la vasculatura y concretamente en las venas, la PGI, promueve prin-
cipalmente vasodilatacion, mientras que el TXA, actua como vasoconstrictor (Hecker et al,
1995). Por otro lado, en cuanto a la agregacion plaquetar, TXA; la induce mientras que

PGI; es un potente inhibidor de ésta.

En cuanto al tracto respiratorio, se ha detectado expresion constitutiva de la COX-2
que se ha asociado al control del flujo de sangre pulmonar (Ermert et al., 1998). Ademas,
se ha comprobado que las PGs presentan potentes acciones sobre el tono bronquial y el
diametro de los vasos sanguineos pulmonares. También se ha descrito como la induccion
de la COX-2 inhibe la proliferacion de células de la musculatura lisa humana, sugiriéndose
por tanto un papel protector de este enzima en enfermedades como el asma, en la que en
muchos pacientes se ha detectado proliferacion excesiva de estas células (Warner y Mit-

chell, 2004).

En el SNC y periférico se ha descrito expresion constitutiva de la COX-2, y se ha
asociado entre otras funciones a la percepcion y transmision del dolor. De ahi que la acciéon
analgésica de los antiinflamatorios pueda explicarse por ambas acciones: inhibicién de la

produccion de metabolitos de la COX-2 a nivel de SNC y a nivel local (Khan ef al., 2002).

Respecto a las acciones de las PGs en el sistema reproductor, se sabe que los pros-
tanoides son importantes, por ejemplo, para inducir las contracciones uterinas durante el
parto, asi como en el proceso de ovulacidn, ruptura adecuada del foliculo e implantacidon
del embrion en el endometrio uterino (DuBois ef al., 1998). Ademas se han detectado nive-
les importantes de algunas PGs en el fluido seminal humano a las que se les atribuye la
funciéon de actuar como relajante de la musculatura lisa facilitando la concepcion

(Samuelsson, 1963).

Sin duda, la accién mas relevante de las PGs es su papel en la inflamacion,
provocando los tres signos principales de este proceso: enrojecimiento, dolor y fiebre. La
PGE,; incrementa la permeabilidad vascular contribuyendo a la extravasacion de fluido y la
aparicion de edema y actuando de forma sinérgica con otros mediadores de inflamacion
como el complemento, bradiquinina, histamina y LTs (Hecker et al, 1995). Ademas, la
PGE; es un potente vasodilatador que incrementa el flujo sanguineo en el tejido, dando

lugar a la aparicion del caracteristico eritema (enrojecimiento) (Williams y Peck, 1977).
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Por otra parte, la PGE; sensibiliza los extremos de los nervios periféricos localizados en el
lugar de la inflamacién y ademds actua en la médula espinal para provocar hiperalgesia
(dolor) (Bley et al., 1998; Yamamoto y Nozaki-Taguchi, 1996). Finalmente, la PGE; es
crucial en la aparicion de fiebre (Milton, 1989). La piresis es la consecuencia de unos nive-
les elevados de PGE; en el SNC, secundario a la accion de IL-1 y TNFa, citoquinas proin-

flamatorias producidas por células inmunes activadas en la circulacion sistémica (Ushikubi

et al., 1998).

Tabla 1: Efectos biologicos de las prostaglandinas (PGs) y el tromboxano (TX).

Sistema Efectos primarios Mediador
Sistema reproductor femenino | Accién oxitotdcica (contraccién uterina) PGE; y PGF2,
Sistema reproductor masculino | Funcidn eréctil PGE;
Fertilidad PGE; y PGF2,
Sistema cardiovascular Trombosis, agregacion plaquetar TXA:2
Incremento de la permeabilidad vascular TXA:
Inhibicién de la agregacién plaquetar PGI,
Vasodilatacién arterial PGE: y PGI;
Vasoconstriccién venosa TXAzy PGF,
Mantenimiento del ductus arteriovenosus fetal PGE; y PGI,
Sistema respiratorio Vasodilatacién bronquial PGE;
Vasoconstriccién bronquial TXAzy PGF2,
Sistema excretor renal Estimulacién de la liberacién de renina PGE; y PGI,
Inhibicién del efecto hidrosmético de la ADH PGE; y PGI;
Homeostasis: flujo sanguineo renal y filtrado glomerular | PGE; y PGI;
Sistema gastrointestinal Proteccidn de la mucosa gdstrica PGE:
Sistema nervioso central Fiebre PGE,
Suefio PGD,
Transmision de dolor PGE; y PGI,

No obstante, también se ha descrito la existencia de una actividad antiinflamatoria,
mediada por la 15d-PGlJ; (derivado de la PGD; por deshidratacion), tanto dependiente como
independiente del PPARY (comentado en detalle anteriormente en el apartado 2.1.1 del capi-

tulo I10).
Dado que el objetivo principal de esta tesis es estudiar los efectos renales de la

administracion de un inhibidor selectivo de la COX-2, las acciones de los prostanoides en

el territorio renal, merecen una explicacién mas extensa, que se desarrolla a continuacion.
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4.- COX y rifion:

4.1.- Distribucion de COX-1/ COX-2 y de sus metabolitos

A pesar de que se ha considerado habitualmente a la COX-1 como la isoforma
constitutiva y a la COX-2 como la inducible, en el rifion ambas isoformas se expresan de
forma constitutiva (Bosch-Marcé et al., 1999; Harris et al., 1994; Jensen y Kurtz, 1997;
Khan et al., 1998; O'Neill y Ford-Hutchinson, 1993; Vio ef al., 1997). No obstante, la dis-
tribucion renal de ambas es muy diferente. Asi, en humanos, monos, perros, conejos y ra-
tas, COX-1 se expresa preferencialmente en la vasculatura renal y en los tubulos colectores
medulares y papilares, mientras que la expresion de COX-2 esta limitada a la macula densa
del aparato juxtaglomerular, células epiteliales de la rama gruesa ascendente del asa de
Henle y células intersticiales papilares de ratas, conejos y perros (Harris et al., 1994; Jen-
sen y Kurtz, 1997; Khan et al., 1998; Vio et al., 1997, y revisado en Mattix, 2000). En el
rifion humano adulto se ha observado expresion de la proteina de la COX-2 en células en-
doteliales y musculares lisas de arterias y venas y en podocitos intraglomerulares, pero no

en células de la macula densa (Komhoff ez al., 1997, Mattix, 2000).

En el rifion, existen diferentes tipos celulares con capacidad de sintetizar PGs. Entre
ellos destacan las células epiteliales de los tiibulos colectores corticales y medulares, célu-
las endoteliales arteriales y musculares lisas, células intersticiales de la médula, células
epiteliales de la placa parietal de la capsula de Bowman y células mesangiales (Mattix,
2000). En cuanto a los metabolitos de la COX sintetizados de forma mayoritaria, la PGE,
es la principal en la corteza renal en conejos y ratas, mientras que en humanos parece ser la
PGI,. En la médula, en cambio, y en la mayoria de las especies estudiadas, la PG predomi-
nante es la PGE;. Al analizar de forma individual cada poblacién celular, se ha demostrado
que las células vasculares endoteliales producen de forma mayoritaria PGI,, las epiteliales
del tibulo y las endoteliales vasculares la PGE, y las células mesangiales tanto PGI, como

PGF,, (Mattix, 2000).

4.2.- Acciones bioldgicas de los productos de la COX en el rifion

Debido a su rapida degradacion las acciones biologicas de las PGs se producen en
el propio lugar de sintesis. Asi, las PGs sintetizadas en arteriolas y en el glomérulo se con-
sidera que regulan la perfusion renal y la tasa de FG, y las producidas por las células del

tubulo estan involucradas en el mantenimiento de los niveles de sodio y agua.
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e Efectos en la hemodinamica renal

A pesar de que tanto la PGE, como la PGI, son potentes vasodilatadores renales
(Bolger et al., 1978; Edwards, 1985), en condiciones normales, la contribucion de estos
productos a la regulacion del tono vascular renal es minima. De hecho, en diferentes traba-
jos se ha demostrado que la inhibicion de la COX no induce ningun cambio en la hemodi-
namica renal en individuos sanos o ratas euvolémicas anestesiadas (Leehey et al., 1989;
Ros et al., 1995; Zipser, 1985). Sin embargo, PGE, y PGI, son cruciales en el manteni-
miento de la funcidn renal en circunstancias en las que se presentan desequilibrios en el
volumen sanguineo efectivo arterial, como por ejemplo en situaciones de dietas bajas en
sodio, hipovolemia hemorragica y condiciones edematosas asociadas a fallo congestivo
cardiaco, sindrome nefrético y cirrosis hepatica descompensada. En estas situaciones pato-
logicas, los sistemas vasoconstrictores enddgenos — sistema renina angiotensina aldostero-
na (SRAA), sistema nervioso simpatico (SNS) y hormona antidiurética (ADH) - se encuen-
tran sobreactivados y las PGs actuan antagonizando los efectos vasoconstrictores renales
de estos compuestos vasoactivos, con la finalidad de preservar la perfusion renal (para una
mayor informacion al respecto consultar el apartado 4.1 del Capitulo IV). Hay numerosas
evidencias de que PGE; y PGI, modulan la accion vasoconstrictora de SRAA, SNS y ADH
en células mesangiales, y que en presencia de inhibidores de la COX, las acciones constric-
toras de estas hormonas estdn marcadamente aumentadas en células mesangiales y en el
glomérulo (Mene et al., 1989; Schlondorff y Ardaillou, 1986). Ademas, cabe destacar que
la angiotensina Il y la norepinefrina, a su vez, estimulan la PLA; y aumentan la sintesis de
PGs renales (Scharschmidt y Dunn, 1983; Schlondorff y Ardaillou, 1986). En cuanto a los
prostanoides vasoconstrictores, hay que destacar la PGF,, y el TXA,. En 1986 se realizo
un estudio en rifiones aislados de rata, en el que se observd que los analogos del TXA,
ejercian efectos constrictores en el rifién y que este efecto se acompafiaba de una reduccion

severa de la fraccion de filtracion (Loutzenhiser et al., 1986).

* Efectos en el transporte de agua y sal

Las PGs estan claramente involucradas en el transporte renal de sal y agua, median-
te la inhibicion de la reabsorcion de sodio en las células tubulares epiteliales. En el tubulo
colector, tanto de ratas como de humanos, es donde se ha detectado un mayor marcaje de la

proteina de la COX y es la principal fuente de PGs a lo largo de la nefrona, siendo la PGE;
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la més abundante (Mattix, 2000). Debido al caracter autacoide de las PGs (comentado an-
teriormente), y teniendo en cuenta que en el tibulo colector hay una elevado numero de
receptores de PGs de diferentes tipos, es en este segmento donde el transporte de sodio y
solutos esta fuertemente regulado por los productos de la COX. Por otro lado, el tubulo
proximal y el asa de Henle presentan una limitada capacidad de generar metabolitos de la
COX (Bonvalet et al., 1987; Farman et al., 1987). En cuanto a la rama gruesa ascendente
del asa de Henle, dos grupos han identificado en el rifion de rata expresion de COX-2 en
un subgrupo de células tubulares de este segmento. Ademas, se dio la casualidad de que
estas células también expresaban el cotransportador Na'-K"-ATPasa, por lo que los autores
concluyeron que la COX-2 participaba en el mantenimiento del equilibrio i6nico a lo largo
del tubulo renal (Harris et al., 1994; Vio et al., 1997). No obstante, estas observaciones no
son suficientes para poder extraer consecuencias fisioldgicas concluyentes, por lo que se

requieren estudios adicionales al respecto.

Las PGs también estan involucradas en la respuesta natriurética renal a los diuréti-
cos del asa, considerados como los diuréticos mas potentes disponibles en la actualidad.
Estas drogas inhiben la reabsorcion de sodio en el segmento ascendente del asa de Henle,
actuando sobre un sistema de cotransporte especifico, el Na"™-2CI-K" carrier (Puschett,
1981). En un estudio realizado en el afio 1988, se observo que estas drogas aumentaban la
tasa de FG y el FPR, un efecto mediado por la sobreproduccion renal de PGE,, y que el
tratamiento con AINEs reducia el efecto vasodilatador renal y la eficacia natriurética de las

drogas diuréticas (Chabardes et al., 1988).

Ademas, de todos los efectos anteriormente citados, parace ser que el transporte de
agua en el tabulo colector regulado por ADH es el principal proceso renal en el que parti-
cipan los productos de la COX (Mattix, 2000). En el tibulo colector, las PGs de la serie E
son capaces de antagonizar el efecto hidroosmotico de la ADH, inhibiendo la produccion
de AMPc mediada por ADH (Chabardes ef al., 1988). Asimismo, hay evidencias de que la
PGE, puede aumentar la actividad de la proteina kinasa C que eleva los niveles del Ca**
intracelular, lo que constituye una de las sefiales que inhibe la reabsorcion de agua mediada
por ADH en el tibulo colector de la corteza (Ando ef al., 1988; Hebert ef al., 1990). Por el
mismo motivo, cuando se administran inhibidores de la COX a humanos, ratas y perros, el

efecto hidroosmético de la ADH estd marcadamente aumentado (Anderson et al., 1975;

Berl et al., 1977). Dado que la ADH, a su vez, estimula la sintesis renal de PGE, en células
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intersticiales de la medula y la corteza, y en células epiteliales del tubulo colector medular,
estos hallazgos indican que la PGE, participa en el feedback negativo entre los productos

derivados de la COX y la ADH.

Tabla 2: Metabolitos mayoritarios de la COX en el rifion y sus efectos sobre la funcion renal.

Mediador Fuente principal Efectos primarios
PGE, Células epiteliales tubulares | Vasodilatacién renal
Células intersticiales Relajacion de las células mesangiales

Modulacién coeficiente glomerular de ultrafiltracién capilar
Estimulacidn liberacién renina (en aparato yuxtaglomerular)
Antagoniza efecto hidrosmético ADH (en CETC)

Inhibe la reabsorcién de cloruro sédico

Media la respuesta renal a los diuréticos del Asa

PGI, Células endoteliales (vascu- | Vasodilatacién renal
lares y glomerulares) Relajacién de las células mesangiales
Estimulacidn liberacidn renina (en aparato yuxtaglomerular)
PGF3, Células mesangiales Contraccién de la musculatura lisa
Glomérulo
TXA; Glomérulo Contraccién de la musculatura lisa

Contracion de las células mesangiales

CETC: células epiteliales del tibulo colector

5.- Inhibidores de la COX:

5.1.- Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)

Los AINEs se han revelado como los farmacos mas prescritos en el mundo, utili-
zandose como potentes agentes analgésicos, antiinflamatorios y antipiréticos desde 1898,
afio en el que su representante principal, la Aspirina, se comercializd por primera vez
(Insel, 1990). En 1971 los grupos de Vane, Smith y Ferreira (Ferreira ef al., 1971; Smith y
Willis, 1971; Vane, 1971) publicaron sus observaciones sobre la accién antiinflamatoria
que los AINEs ejercian inhibiendo la COX y la sintesis de PGs. Los AINEs, debido a sus
propiedades antiinflamatorias y analgésicas, son la base actual del tratamiento de artritis,
lesiones articulares y musculoesqueléticas, y dolor e inflamacion postoperatorios. También
son ampliamente utilizados por sus efectos antitrombdticos, en la prevencion de infarto de
miocardio y accidentes cerebrovasculares y en los afios 90 se ha establecido una asociacion
clara entre el consumo regular de AINEs (en particular de Aspirina) y una reduccién en la
incidencia de cancer de colon y en los desordenes neurodegenerativos (Bazan ef al., 2002;
Thun et al., 2002). Desafortunadamente, aparte de estos efectos beneficiosos, estos farma-

cos también provocan efectos adversos no deseados, principalmente en el tracto gastroin-
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testinal, siendo el mas comun la tlcera gastroduodenal que resulta de la inhibicion de la

biosintesis de PGs citoprotectoras (Giercksky, 1989; Lanas et al., 2003).

Tras el descubrimiento de la COX-2, y a partir del momento en que se considera
que las PGs derivadas de la COX-1 estan presumiblemente involucradas en las funciones
de housekeeping, y que las derivadas de la COX-2 estan implicadas en la inflamacion, la
gastrotoxicidad asociada a la administracion de AINEs tradicionales (aspirina, indometaci-
na, ibuprofeno y meclofenamato) se considera una consecuencia de la inhibiciéon de ambas
isoformas. De hecho, actualmente se sabe que la mayoria de los AINEs convencionales
tienen un efecto predominante sobre COX-1 y que tan sélo el diclofenaco posee un efecto
casi equivalente sobre COX-1 y COX-2. Teniendo en cuenta estos principios, y con el fin
de reducir los efectos no deseados de los AINEs, en los afios posteriores la estrategia a
seguir fue la busqueda y desarrollo de AINEs que inhibieran unicamente la via de la COX-
2. En primer lugar se logré distinguir de entre los compuestos ya existentes aquellos Al-
NEs con una accién mayor sobre esta isoforma, que se denominaron inhibidores preferen-
tes de la COX-2, entre los que se encontraban etodolac (Lodine™), meloxicam (Mobic®) y
nimesulide (Mesulid” y otros), con una menor incidencia de efectos deletéreos, debido a su

alta selectividad por esta isoforma.

5.2.- Inhibidores selectivos de la COX-2 (COXIBs)

El avance mas importante en este campo se produjo cuando las compafiias
farmacéuticas iniciaron el desarrollo de compuestos especificamente disefiados para inhibir
de forma selectiva la COX-2, sin afectar la sintesis de PGs mediada por la COX-1, en todo

el rango de dosis utilizado clinicamente (FitzGerald y Patrono, 2001; Seibert ef al., 1994).

La primera generacion de inhibidores selectivos de la COX-2 desarrollados se de-
mostrd que poseia una elevada capacidad selectiva para bloquear la actividad de este enzi-
ma in vitro y que era tan eficaz como los AINEs convencionales en un nimero determina-
do de modelos in vivo de inflamacién (ratas a las que se les induce edema en la pata con
carragenina o bien artritis inducida con adyuvante) e hiperalgesia (hiperalgesia inducida en
ratas mediante carragenina) (Anderson et al., 1996; Masferrer et al., 1994; Seibert et al.,
1994). A partir de estos resultados se disefiaron los primeros ensayos clinicos para inhibidores
selectivos de la COX-2, que fueron suficientes para probar que estos compuestos reducian de

forma significativa los sintomas de la osteoartritis y la artritis reumatoide, y aliviaban el dolor
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tras la extraccidon dental, a la vez que se observaba un descenso en la incidencia de tlceras
gastrointestinales y erosiones observadas en las terapias con AINEs convencionales (Emery et
al., 1999; Lanas, 2002; Malmstrom et al., 1999; Simon et al., 1998; Simon et al., 1999). Los
dos inhibidores selectivos de la COX-2 que primero se aprobaron por la FDA y por la
EMEA (Food and Drug Administration y European Agency for the Evaluation of Medici-
nal Products, respectivamente) fueron celecoxib (Celebrex®) y rofecoxib (Vioxx®), siendo
ambos compuestos derivados diarilheterociclicos, con estructura fenilsulfonamida o fenil-
sulfona respectivamente, la cual les permite interaccionar lenta pero intensamente con el
centro activo de la COX-2. En ensayos in vitro se demostrd que el cociente de inhibicion
COX-1/COX-2 era de 30 para celecoxib y de 276 para rofecoxib (Patrignani et al., 2005),

y que la selectividad era de 7,6 y de 35 para celecoxib y rofecoxib respectivamente.

En los ultimos afios, se han desarrollado y aprobado los compuestos valdecoxib
(Bextra®), etoricoxib (4rcoxia®), parecoxib (Dynastat®) -que es la prodroga de valdecoxib
pero inyectable-, y lumiracoxib (Prexige®), para el tratamiento de la osteoartritis, artritis
reumatoide, dismenorrea primaria y dolor postoperatorio, que constituyen una segunda
generacion de inhibidores COX-2, con una selectividad bioquimica mejorada frente a los
COXIBs disponibles hasta el momento (ver Figura 5). Bextra®, Arcoxia®, Dynastat®y
Prexige® fueron aprobados en Europa mientras que solo Bextra® esta permitido en Estados
Unidos. La selectividad de valdecoxib (y parecoxib) y etoricoxib sobre COX-2 es de 30 y

106 veces respectivamente.
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Figura 10. Los COXIBs. Estructura molecular de los COXIBs desarrollados y aprobados
en la clinica. Aunque Rofecoxib ya ha sido retirado, Celecoxib y Valdecoxib permanecen
en el mercado. Lumiracoxib y Etoricoxib se encuentran bajo consideracion por la FDA.
(Figura adaptada de Wong D et al., 2005).
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Desde que se introdujeron en el mercado en 1999, los inhibidores COX-2 selectivos
se han convertido en una de las clases de farmacos mas popular y mas ampliamente vendi-
da en el mundo. Desafortunadamente, Vioxx@, ha sido recientemente retirado del mercado
por la propia Merck, porque su uso a largo plazo se ha asociado con una elevada incidencia
a desarrollar episodios trombdticos (Bresalier ef al., 2005). En concreto, fue a raiz del es-
tudio APPROVe (ddenomatous Polyp Prevention On Vioxx®), disefiado para determinar el
efecto de la droga en adenomas benignos de colon esporadicos, en el que se observo un
aumento significativo (un factor de 1.9) en la incidencia de efectos adversos tromboembo-
licos serios, en comparacion con el grupo placebo. En el ensayo VIGOR (Vioxx® Gastroin-
testinal Outcomes Research) realizado en pacientes con artritis reumatoide, también se
reportd que la droga causaba un aumento en el riesgo de padecer infarto de miocardio (un
factor de 5), versus al naproxeno en este caso. Datos posteriores derivados de ensayos cli-
nicos controlados han mostrado que otros agentes selectivos de la COX-2 (celecoxib y
valdecoxib) pueden estar asociados con un riesgo aumentado de accidentes cardiovascula-
res serios (infarto de miocardio y embolia), especialmente cuando se usan durante largos
periodos de tiempo o en situaciones de riesgo muy elevado (tras cirugia cardiaca). Estudios
mas recientes han comprobado que no s6lo Celebrex® y Bextra®, sino también los AINEs
convencionales, se asocian con un elevado riesgo cardiovascular (Bennett et al., 2005;
Nussmeier et al., 2005). La explicaciéon mds extendida y aceptada sobre la causa de estos
efectos adversos de los inhibidores selectivos de la COX-2, se basa en que al inhibir la
produccion de PGI, (PG antiagregante sintetizada principalmente por la COX-2), pero no
la sintesis de TXA, (PG proagregante y vasoconstrictora derivada de COX-1), se produce
un desequilibrio a favor de este ultimo, lo que puede provocar una mayor predisposicion al

infarto de miocardio y embolia.

IV.-CIRROSIS HEPATICA

1.- Fisiopatologia:

La cirrosis hepatica es una enfermedad con una elevada prevalencia en el mundo
occidental y una de las causas de muerte mas frecuente de la poblacion adulta. La cirrosis

constituye la fase final de una hepatopatia cronica que se caracteriza histolégicamente por
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la presencia de una importante alteracion de la arquitectura tisular, con la aparicion de fi-

brosis y de nddulos de regeneracion y posterior contraccion del drgano.

La etiologia del proceso cirrdtico puede ser muy diversa, pero en nuestra sociedad,
la mayoria de casos son consecuencia del abuso de alcohol (40%) y la infeccion cronica
por virus de la hepatitis C (40%) y B (10%). Otras causas menos frecuentes serian la
hemocromatosis idiopdtica, la enfermedad de Wilson, la hepatitis autoinmune, la deficien-

cia de la al antitripsina y la esteatohepatitis no alcoholica.

Durante el desarrollo del proceso cirrdtico el higado experimenta una serie de cam-
bios histologicos: frente a un dafio persistente, en la primera fase del proceso se produce
necrosis hepatocelular. Esta inducciéon de muerte celular masiva activa una respuesta in-
flamatoria en el higado, cuyo objetivo es eliminar el agente causante del dafio hepatico. Si
la inflamacién no se resuelve de forma adecuada se desencadenan procesos de regenera-
cion hepatica, que en fases posteriores derivan en cambios en la formacidén, composicidon y
degradacion de la matriz extracelular del higado, dando lugar a la aparicién de fibrosis. En
fases mas avanzadas de la enfermedad aparece el cuadro histologico que define a la cirro-
sis, con la completa desestructuracion del parénquima hepatico, fibrosis severa y presencia

de nodulos de regeneracion (Erlinger y Benhamou, 1999).

De acuerdo con las complicaciones clinicas que presentan los pacientes, podemos
distinguir dos tipos de cirrosis: compensada y descompensada. El término de cirrosis com-
pensada hace referencia a aquellos casos en los que la enfermedad no presenta complica-
ciones clinicas graves, pudiendo haber sido diagnosticada de forma fortuita en pacientes
con sintomas inespecificos (anorexia, astenia, adelgazamiento,...), o incluso en muchos
casos en la autopsia. El prondstico de la cirrosis compensada es relativamente bueno y en
la mayoria de series publicadas la supervivencia a los 5 afios es de un 90%, y de un 50% a
los 10 afios (Gings et al., 1987). Por otro lado, se considera que los cirrdticos compensados
se descompensan a razon de un 10% cada afio, mientras que la supervivencia de los cirroti-

cos descompensados es de un 20% a los 6 afios (D'Amico et al., 1986).

En la actualidad, las estrategias de tratamiento de la cirrosis dependen de la etiolo-
gia del dafio hepatico y del grado de evolucién de la enfermedad; asi, por ejemplo, para los

casos de hepatitis alcohdlica o debidos a toxicidad farmacoldgica, se procederia a la elimi-
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nacion del agente causante, para la hepatitis de origen virico se administraria interferdn,
ribavirina o lamivudina, y para los casos de cirrosis muy avanzada el transplante hepatico
seria la estrategia a seguir. En este ultimo caso el porcentaje de éxito es muy elevado ya
que la tasa de supervivencia postransplante después de 5 afios es del 75% (Iredale, 2003).
Sin embargo, debido al grado de severidad que presentan los pacientes en lista de espera de
transplante hepatico, y la limitada disponibilidad de érganos, es necesario manejar al en-
fermo de la forma mdas adecuada para permitirle llegar con éxito al momento del transplan-
te. Es por ello que el estudio y conocimiento de las complicaciones de estos pacientes es

fundamental.

El desarrollo de diversos modelos experimentales de cirrosis hepatica, ha permitido
mejorar la comprension de los trastornos hemodindmicos, renales y neurohormonales que
se producen en la cirrosis con ascitis. Los procedimientos mas utilizados para inducir cirro-
sis con ascitis en animales de experimentacion son la ligadura del conducto biliar principal,
la administracidon de agentes carcindgenos o el tratamiento con tetracloruro de carbono
(CCly) (Claria y Jiménez, 1999). Este ultimo método es, con diferencia, el mas utilizado y
admite diferentes vias de administracion, como la intragastrica, la inhalacidn y la inyeccioén
intramuscular, intraperitoneal o subcutanea (Claria y Jiménez, 1999). En concreto, en nues-
tro laboratorio utilizamos el método de inhalacion de CCly en el interior de una camara
estanca, descrito por McLean y colaboradores (McLean et al., 1969) y modificado por Lo-
pez-Novoa y colaboradores (Lopez-Novoa et al., 1976; Lopez Novoa et al., 1980), que se
explica detalladamente en el ANEXO 1 (Material y Métodos) de esta tesis doctoral. Estos
animales presentan muchas de las caracteristicas observadas en los pacientes cirrdticos,
entre las que destacan la fibrosis hepatica, formacion de nédulos de regeneracidn, hiperten-
sion portal, circulacion portocolateral, vasodilatacion arteriolar esplacnica, disminucién de
las resistencias vasculares periféricas, hipotension arterial, incremento del gasto cardiaco,
reactividad vascular alterada, hipervolemia, retencion de sodio y agua, ascitis, hiponatre-
mia dilucional, hipoosmolalidad, aumento de la actividad del SRAA y del SNS, hiperse-
crecion no osmdtica de ADH, incremento de los niveles plasmaticos del factor natriurético
atrial y aumento de la excrecidn urinaria de 6-keto-PGFla (Claria y Jiménez, 1992; Jimé-
nez et al., 1992). Los estudios in vivo que constituyen la base de esta tesis doctoral se han

llevado a cabo en este modelo de cirrosis experimental.
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2.- Alteraciones hemodinamicas en la cirrosis:

En la cirrosis una de las consecuencias mas relevantes de la pérdida de la estructura
normal hepatica es la aparicion de anomalias circulatorias en los pacientes. Las mas carac-

teristicas son la hipertension portal y la circulacion hiperdinamica.

2.1.- Hipertension portal

La hipertension portal es la manifestacion clinica mas frecuente de la cirrosis
descompensada, encontrandose en mas del 80% de estos pacientes. En condiciones
normales, en respuesta a un incremento en el flujo sanguineo, el higado responde
distensionando el darbol vascular intrahepatico, disminuyendo asi la resistencia
intrahepatica. Este mecanismo compensador mantiene el gradiente entre vena porta y cava
dentro de los limites normales (1-5 mmHg). No obstante, esto no ocurre en la cirrosis, ya
que, debido a los cambios estructurales que tienen lugar en el higado, se incrementa la
resistencia intrahepatica al paso del flujo sanguineo portal, elevandose el gradiente de
presion de forma significativa. Cuando el gradiente de presion portal alcanza los valores de
10-12 mmHg -limite establecido para considerar la hipertension portal como clinicamente
significativa (Bosch y Garcia-Pagan, 1999)- pueden empezar a desarrollarse las

complicaciones secundarias a la hipertension portal.

Se ha establecido que los cambios estructurales asociados al dafio hepatico son
responsables en un 70-80% del incremento en la resistencia vascular intrahepdtica, y que
en el 20-30% restante juega un papel clave la vasoconstriccion de la microvasculatura
intrahepatica que tiene lugar durante el proceso cirrdtico (Shah, 2001). Tanto en un
proceso como en otro parece que las células de Ito (células estrelladas o lipocitos) son
fundamentales: estas células son pericitos sinusoidales localizados en el espacio de Disse y
que tienen extensiones que rodean las células endoteliales del sinusoide. En condiciones
normales, las células de Ito se encuentran en un estado quiescente. Sin embargo, en la
cirrosis este tipo celular se activa e incrementa la sintesis de sustancias vasoconstrictoras y
profibrogénicas, que actian de manera autocrina sobre ellas, haciendo que se contraigan y

que sinteticen matriz extracelular de forma masiva (Pinzani et al., 1996).

La complicacién principal de la hipertension portal es la aparicion de vasos colate-

rales que derivan la sangre portal a la circulacion sistémica, evitando el paso a través del
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higado. Las colaterales portosistémicas mas relevantes clinicamente son las varices gas-
troesofagicas, con un elevado riesgo de sangrado masivo, y que constituyen una complica-
ciéon muy grave de la hipertension portal, ya que la mortalidad media en el primer episodio

hemorragico es del 37% (Bosch et al., 2003; Bosch y Garcia-Pagan, 2000).

Aunque la causa inicial de la hipertension portal en la cirrosis sea el aumento de la
resistencia vascular intrahepdtica, en fases mas avanzadas de la enfermedad se produce un
aumento del flujo sanguineo en el sistema venoso portal que mantiene y agrava la hiperten-
sion portal (Vorobioff et al., 1984). Este aumento del flujo portal es consecuencia de una
marcada vasodilatacion arteriolar que tiene lugar en los drganos del area esplacnica que

drenan la vena porta, y que se conoce como sindrome de circulaciéon hiperdindmica.

2.2.- Circulacion hiperdinamica

A nivel sistémico, tanto los pacientes como los animales cirrdticos, presentan una
disfuncién circulatoria denominada circulacidon hiperdindmica, caracterizada por disminu-
cion de las resistencias vasculares sistémicas, hipotension, hipervolemia y aumento del
gasto cardiaco. Este sindrome aparece en las fases iniciales de la cirrosis y aumenta de in-
tensidad a medida que avanza la enfermedad hepatica (Blendis y Wong, 2001; Moller y
Henriksen, 1999).

La causa inicial de este sindrome es la vasodilatacion de las arteriolas del area es-
plécnica, secundaria a la hipertension portal. Los mecanismos responsables de su desarro-
llo no estan bien establecidos, pero se cree que en su aparicion estarian implicados factores
vasodilatadores endocrinos que actuarian de manera selectiva en la circulacion esplécnica,
ademas de la sintesis local de factores vasodilatadores paracrinos y una disminucién de la

respuesta a factores vasoconstrictores en esta zona.

La primera consecuencia de esta vasodilatacion local del area esplacnica es una
vasodilatacion arterial sistémica, ya que el volumen sanguineo no es capaz de llenar el ar-
bol vascular. Durante la primera etapa de esta disfuncion circulatoria, cuando atin no ha
aparecido ascitis, y para mantener la presion arterial dentro de los limites normales, tienen
lugar episodios transitorios de retencidon renal de sodio y agua, lo que produce un incre-
mento del volumen sanguineo y del gasto cardiaco. Estos episodios se van agudizando a

medida que progresa la enfermedad, hasta que llega a un punto en el que la vasodilatacion
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espléacnica es tan severa que este mecanismo compensador deja de ser suficiente para man-
tener la homeostasis circulatoria. La presion arterial disminuye causando una disminucion
del volumen sanguineo central, provocando la activacion de los sistemas vasoconstrictores
compensatorios, entre los que encontramos el SNS y los sistemas SRAA y ADH. No obs-
tante, la activacion enddgena de estos sistemas no mejora los trastornos hemodindmicos,
sino que agrava la retencion de sodio y agua por el rifién, provocando la aparicion de asci-

tis.

La expresion mas extrema del trastorno circulatorio arterial se observa en los pa-
cientes cirroticos con sindrome hepatorenal (ver apartado 3.2 de este capitulo). Estos pa-
cientes presentan hipotension arterial y frecuencia cardiaca alta a pesar de tener hipervole-
mia, elevado gasto cardiaco, concentraciones elevadas de renina, noradrenalina y ADH, e

intensa vasoconstriccion renal, cutdnea y muscular.

3.- Disfuncion renal en la cirrosis. Ascitis:

Las alteraciones renales de la cirrosis son de caracter funcional, es decir, sin dafio
histolégico (Papper, 1958). De hecho se ha demostrado que cuando los rifiones de pacien-
tes cirroticos se transplantan a personas con un higado sano, no se produce retencion de
sodio y agua. Ademas, los pacientes con sindrome hepatorenal transplantados de higado
normalizan en pocas semanas la funcién renal. Esto sugiere que en la patogenia de estos

trastornos estarian implicados mecanismos extrarenales (Arroyo ef al., 1999a).

Por orden de aparicion, las alteraciones renales mas frecuentes que presentan los
pacientes cirroticos son la retencion de sodio, la retencidon de agua, aparicion de ascitis y la

reduccidn del FG.

3.1.-Retencion de sodio y agua

La retencion de sodio es la alteracion renal mas frecuente en los pacientes cirroticos
con ascitis, y juega un papel fundamental en la formacién de ascitis y edema. En pacientes
cirrdticos se desconoce cudl es la cronologia entre el deterioro de la excrecion renal de
sodio y la aparicion de ascitis. Sin embargo, en animales de experimentacion se demostro

que la retencion de sodio es causa y no consecuencia de la acumulacion de liquido en la
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cavidad peritoneal, ya que precede de forma constante a la aparicion de ascitis (Jiménez et

al., 1985; Lopez Novoa et al., 1980).

A pesar de que se han realizado numerosos estudios para determinar los mecanis-
mos implicados en la patogenia de la retencion de sodio en la cirrosis, estos ain se desco-
nocen. Es posible que sea debido al cardcter multifactorial del mecanismo que provoca un
aumento en la reabsorcidn de sodio en la cirrosis. En la mayoria de pacientes cirrdticos se
ha descrito que la retencion de sodio se debe a un aumento en la reabsorcién tubular de
este 16n, en presencia de un FG normal o ligeramente reducido (Arroyo et al., 1999b).
Otros potenciales mediadores de la retencion de sodio pueden ser la activacion del SRAA 'y
del SNS, que promueven la reabsorcion de sodio en el tubulo proximal (Bernardi et al.,

1994; Henriksen y Ringlarsen, 1994).

Debido a que de forma isoosmotica el rifion retiene a la vez sodio y agua, es muy
comun en los pacientes con cirrosis que la retencidon de sodio vaya seguida de retencion de
fluido, manifestacidon que, de producirse, se asocia con un peor prondstico de estos pacien-

tes (Arroyo et al., 1994; Gings et al., 1998).

Son multiples los estudios llevados a cabo para determinar qué factores participan
en la retencién de agua en la cirrosis. El principal mecanismo parece ser la hipersecrecion
no osmética de la ADH y la inhibicion de las PGs renales (Arroyo ef al., 1994; Vaamonde,

1996), explicandose este ultimo factor con mas detalle en el apartado 4.1 de este capitulo).

Las consecuencias clinicas mas evidentes de la retencion de agua son la hiponatre-
mia dilucional y la aparicidon de ascitis. En concreto, la ascitis se produce porque a medida
que progresa la cirrosis el paciente se vuelve incapaz de mantener el volumen de liquido
extracelular dentro de los limites normales, acumuldndose éste en la cavidad intraperito-
neal, y desarrollando por tanto la formacion de ascitis. Esta complicacion de la cirrosis
hepatica es una de las mas frecuentes, manifestandose en el plazo de diez afios en un 50%
de los pacientes diagnosticados de cirrosis. La probabilidad de supervivencia después de
dos afios de ser diagnosticada es del 40%, pero el prondstico es mucho peor en los casos de

ascitis refractaria y peritonitis bacteriana espontanea (Moore ef al., 2003).
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Como ya se ha sefialado en los apartados anteriores, esta incapacidad homeostatica
es consecuencia de las intensas alteraciones a nivel sistémico y espldcnico, relacionadas
con la existencia de hipertensidn portal, y que determinan trastornos importantes en la fun-
cion renal, principalmente retencidon de sodio y agua y vasoconstriccion renal (Arroyo y

Gings, 1991).

3.2.- Sindrome hepatorenal (SHR)

Es el trastorno renal de aparicion mas tardia y de mayor severidad en los pacientes
cirréticos con ascitis. Se caracteriza por un profundo descenso en el volumen urinario, el

FPR y el FG, en ausencia de cambios significativos en la histologia renal.

Todavia no es bien conocida la patogénesis de esta vasoconstriccion renal pero
probablemente pudiera estar causada por los trastornos en la hemodindmica sistémica que
provocan el aumento en la actividad de los factores vasoconstrictores, y por una reduccion
en la actividad de los factores vasodilatadores que se activan para compensar la vasocons-
triccion renal. Seguin esta hipdtesis, es probable que el SHR esté relacionado con un au-
mento de la actividad de los sistemas vasoconstrictores renales (SRAA y el SNS), como
también de la ADH y de la endotelina, ya que se ha observado que el aumento plasmatico
de estas sustancias se correlaciona inversamente con el FPR y el FG. Otros factores que
también podrian estar involucrados son la adenosina y los eicosanoides, como los cisteinil-
LTs y los isoprostanos, con potente accion vasoconstrictora a nivel renal (Llach et al.,
1993; Moore et al., 1990; Morrow et al., 1993), como se comenta en el apartado 4.2 de
este capitulo. Ademads, también podria estar implicada una alteracion en la sintesis de sus-
tancias vasodilatadoras, como por ejemplo, un descenso en la produccion renal de PGs
(PGE, y PGI,) (Arroyo ef al., 1999a; Arroyo et al., 1986). De hecho, en el contexto de la
cirrosis, la perfusion renal y el FG son criticamente dependientes de la produccion renal de
PGs, y el fallo renal severo puede desarrollarse en esta fase si las PGs renales se inhiben,
por ejemplo con antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) (Arroyo et al., 1986; Boyer et
al., 1979; Planas et al., 1983). Otros factores vasodilatadores que podrian estar implicados
son el oxido nitrico (NO) y los péptidos natriuréticos (Garcia-Estail ef al., 1994; Angeli et

al., 1994).
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4.- Papel de los eicosanoides en la disfuncion renal:

4.1- Prostaglandinas

Tal y como se ha comentado con anterioridad, en los apartados 4.2 del capitulo Il y
3.2 del capitulo IV, en la cirrosis las PGs juegan un papel clave en el mantenimiento de la
perfusion renal. De hecho, la sintesis renal de PGE, y PGI,, estimadas mediante la excre-
cion urinaria de PGE; y 6-keto-PGF,,, respectivamente, estda marcadamente aumentada en
pacientes con cirrosis y ascitis, en comparacidon con pacientes con cirrosis compensada (sin
ascitis) y sujetos normales (Arroyo et al., 1983; Arroyo et al., 1986; Dunn, 1984; Rimola et
al., 1986). Dado que las PGs antagonizan el efecto vascular y tubular del SNS, de la angio-
tensina II y de la norepinefrina circulante, el aumento en la sintesis de PGs que se produce
en la cirrosis se considera una respuesta homeostatica para preservar y proteger al rifion de
los efectos deletéreos de la exacerbada actividad de los sistemas vasoconstrictores endoge-
nos (ver Figura 11). En pacientes cirroticos, las PGs también juegan un papel importante
en modular la respuesta renal a los diuréticos del asa (Planas et al., 1983) y en la regula-
cion del metabolismo renal del agua, contrarestando el efecto hidroosmotico de la ADH
mediante la inhibicidn de la reabsorcion masiva de agua (Pérez Ayuso et al., 1984). Cuan-
do la severidad de la enfermedad se hace mas acusada y los pacientes desarrollan SHR
avanzado, se ha observado una reducida sintesis renal de PGs vasodilatadoras. La causa de
esta disminucion no se conoce completamente, pero se ha relacionado con la existencia de
una actividad COX reducida (Govindarajan et al., 1987). Esta deficiencia de PGs renales,
inclina el delicado balance que se produce en el rifidn de pacientes cirréticos hacia la vaso-
constriccion, disminuyéndose la tasa de FG y el FPR y aumentando la retencion de sodio y
agua (Gines y Rodés, 1999) (Figura 11). Desafortunadamente, la administracion i.v. de
PGE; o la administracion oral de misoprostol (analogo de la PGE;), no mejora la funcién

renal en pacientes con cirrosis y ascitis o fallo renal (Gings et al., 1993).

Estas acciones de las PGs se han podido estudiar también en el modelo de cirrosis
experimental en ratas inducido por inhalacién de CCls, que como ya se ha comentado ante-
riormente, ha sido ampliamente estudiado por presentar muchas de las disfunciones que se
producen en la cirrosis humana. Estos animales, ademas de desarrollar hipertension portal
y anormalidades a nivel sistémico (hipotension, elevado gasto cardiaco y reduccion de las
resistencias vasculares periféricas), desarrollan retencion de sodio y agua como consecuen-

cia de una actividad aumentada de los sistemas SRAA, SNS e hiperseccion no osmética de
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la ADH (Claria y Jiménez, 1999; Jiménez et al., 1992). Ademads, se ha podido demostrar
que presentan sobreactividad de la cPLA; y, de forma similar a lo que ocurre en pacientes,
presentan una sintesis elevada de PGs vasodilatadoras (Claria et al., 1992; Niederberger et
al., 1998; Ros et al., 1995; Sola et al., 1988). Sola y colaboradores encontraron una rela-
cion temporal entre la retencion de sodio, la activacion del SRAA y la excrecion urinaria
de 6-keto-PGF,,, (metabolito estable de la PGI,) en ratas inducidas a cirrosis. También, se
ha descrito una relacion entre las PGs y el 6xido nitrico en el rifion de ratas cirrdticas trata-
das con CCly y en ratas con ligadura cronica del conducto biliar, demostrandose de esta
manera que en estos modelos animales de cirrosis, ambos sistemas estan operativos y son
de una importancia critica en el mantenimiento de la funcién renal dentro de los limites

normales (Criado et al., 1999; Ros et al., 1995).

~ Sintesis
_ renal de PGs

SRAA
SNS
SRAA ADH
SNS
ADH )
il il

Figura 11. Papel de las PGs en el mantenimiento de la funcién renal en la cirrosis.
La sintesis aumentada de PGs renales en la cirrosis es una respuesta homeostatica para
preservar y proteger a los rifiones de los efectos deletéreos de la exacerbada actividad de
los sistemas vasoconstrictores endogenos (RAAS, SNS y ADH). Una sintesis renal dismi-
nuida de PGs inclina el delicado balance hacia la vasoconstriccion y el paciente cirrdtico
desarrolla fallo renal (SHR). ADH: hormona antidiurética; RAAS: sistema renina-
angiotensina-aldosterona; SHR: sindrome hepatorenal; SNS: sistema nervioso simpatico.

4.1.1.- AINEs e insuficiencia renal en la cirrosis:

El uso de AINEs ha permitido elucidar la prueba concluyente del papel critico que
desempefian las PGs en el mantenimiento de la funcion renal en la cirrosis descompensada.
En este sentido, la inhibicién aguda de la sintesis de PGs mediante la administracion de
AINEs (indometacina, ibuprofeno, naproxeno, sulindaco ¢ aspirina) en pacientes con cirro-
sis y ascitis se asocia a un descenso significativo del FPR, la tasa de FG, el volumen urina-
rio y la excrecidon de sodio (Arroyo et al., 1983; Boyer et al., 1979; Brater et al., 1987,
Dunn, 1984; Quintero et al., 1986). Los pacientes que en plasma presentan elevada activi-

dad de renina y concentraciones elevadas de norepinefrina son especialmente sensibles a
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estos efectos adversos, mientras que los pacientes con cirrosis compensada e individuos
sanos no ven alterada su funcion renal por la administracion de AINEs (Arroyo ef al.,
1983). Cabe destacar que este deterioro en la funcion renal asociado al uso de AINEs se
observa rapidamente después de la administracion de la droga, y que la reversion también
se produce de forma rapida tras la supresion del tratamiento. Ademas, también se ha obser-
vado que la inhibicién de las PGs con aspirina, naproxeno, indometacina o sulindaco su-
prime el efecto hemodinamico renal y reduce las acciones diuréticas y natriuréticas de la
furosemida y la espironolactona en pacientes con cirrosis y ascitis (Planas ef al., 1983).
Finalmente, hay que destacar también que la inhibicién aguda de las PGs con aspirina en
pacientes con cirrosis, ascitis y niveles plasmaticos elevados de ADH se asocia con una
reduccion significativa en la capacidad renal de excretar agua libre, estimada como el acla-
ramiento de agua libre tras una carga oral de 20 ml/kg por masa corporal (Pérez Ayuso et
al., 1984). Como consecuencia de todos estos hallazgos, en la practica clinica, el tratamien-
to con AINEs durante periodos prolongados estd contraindicado en pacientes con cirrosis
descompensada, debido al elevado riesgo de provocar el desarrollo de fallo renal y ascitis

refractaria.

De forma similar a lo que ocurre en humanos, la inhibicion de la sintesis de PGs
mediante el uso de AINEs (indometacina, aspirina) en ratas cirrdticas empeora el FPR y la
tasa de FG, efecto que no se observa en animales control (Leehey et al., 1989; Ros et al.,

1995).

4.2- Tromboxano

En cuanto al TXA,, dado su potencial vasoconstrictor, se ha pensado que puede
estar involucrado en el desarrollo del fallo renal en la cirrosis. De hecho, se demostrd que
la excrecion urinaria de su metabolito estable, el TXB,, se encontraba aumentada en pa-
cientes y en animales de experimentacidén con cirrosis (Rimola ez al., 1986; Sola et al.,
1988). Sin embargo, la administracion de inhibidores del TXA,, tanto a pacientes como a
ratas cirroticas, no se asocié con ningun efecto beneficioso en la circulacion renal. A pesar
de que en estudios realizados en los ultimos afios se ha observado que un inhibidor de la
TX sintasa aumenta la respuesta natriurética de la furosemida en pacientes no azotémicos
con cirrosis y ascitis, y que un antagonista del receptor de TX mejora la excrecion de agua

en un grupo de cirréticos, sin afectar la hemodindmica renal ni la excrecidon de sodio, toda-
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via existen controversias sobre el papel principal que desempeiia el TXA, en inducir fallo

renal en la cirrosis (Gentilini et al., 1988; Laffi et al., 1992; Pinzani et al., 1988).

4.3.- Isoprostanos

Otros de los eicosanoides destacados por su posible implicacion en el desarrollo de
fallo renal asociado a la cirrosis son los isoprostanos. En un primer estudio se observo que
la administracion de CCly en ratas provocaba un aumento notable en los niveles hepaticos
y renales de isoprostanos esterificados (Morrow et al., 1992b), y ademads era en estos teji-
dos donde se localizaba el estrés oxidativo producido. En un trabajo en el que colaboraban
los grupos de Moore, Roberts y Morrow, se detectaron por vez primera niveles elevados de
isoprostanos en el plasma de pacientes con SHR (Morrow et al., 1993). Ademas, la infu-
sion de superdxido dismutasa a tres de estos pacientes redujo en un 50% los niveles plas-
maticos de isoprostanos. Aunque se desconoce la relacion causa-efecto entre niveles eleva-
dos de isoprostanos y aparicion de SHR, se ha podido observar un efecto vasoconstrictor
en la vasculatura renal mediado por los isoprostanos (Morrow et al., 1990b). Ademas, mu-
chos de los isoprostanos pueden mediar sus acciones via endotelina-1, tal y como se de-
mostrd en el trabajo de Yura y colaboradores (Yura et al., 1999), en el que se constatd que
concentraciones fisioldgicas de 8-iso-PGF,,, podian estimular la proliferacion celular, la
sintesis de DNA vy la expresion del RNAm de la endotelina-1 en células endoteliales adrti-
cas bovinas. Este efecto proliferativo fue parcialmente abolido con el tratamiento con un
anticuerpo antiendotelina. Esto puede extrapolarse a los pacientes con SHR ya que las con-
centraciones plasmaticas de 8-iso-PGF,, y de endotelina-1 estdn aumentadas de forma sig-
nificativa (Morrow et al., 1993; Moore et al., 1992), aunque no hay datos que permitan
concluir si los niveles elevados de isoprostanos circulantes inducen directamente un au-

mento en la sintesis de endotelina-1.

4.4.- Leucotrienos

A partir de diferentes evidencias, se ha sugerido que los cisteinil-LTs también po-
drian estar implicados en el desarrollo del SHR. Esta idea deriva de la observacion de que
la administracion 1. v. de LTCy a ratas normales indujo contraccién mesangial y descenso
en el FPR y en la tasa de FG, efecto que se revirtié con la coadministracion de un antago-
nista especifico (Badr ef al., 1984). En 1989, Huber y sus colaboradores observaron que la
tasa de excrecion urinaria de LTE4 era mucho mayor en pacientes con SHR que en indivi-

duos sanos o cirroticos sin SHR (Huber ef al., 1989). Estos hallazgos fueron confirmados
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por el grupo de Moore (Moore et al., 1990) al observar que la excrecién de LTE,4 corregida
por el aclaramiento de creatinina era dramaticamente superior en pacientes con SHR que
en individuos sanos, pacientes con cirrosis compensada y descompensada, disfuncion
hepatica severa y fallo renal crénico. Ademas, al infundir *H- LTC4 a dos individuos sanos
y uno con SHR, se observé que el aclaramiento renal de LTE4 empeor6 en el caso de SHR.
A pesar de detectar una reduccion en el aclaramiento renal, los niveles elevados de cistei-
nil-LTs encontrados en el SHR sugieren que la sintesis de estos metabolitos se encuentra
aumentada en estos pacientes. No obstante, todavia no se conoce cudl es el origen de esta
hipersecrecion de cisteinil-LTs en el SHR. Por los datos del trabajo de Uemura y colabora-
dores (Uemura et al., 1994), en el que se establecid una correlacion entre la excrecion uri-
naria de cisteinil-LTs y la severidad de la enfermedad hepdtica, se puede deducir que debi-
do al dafio hepatico, se reduce la masa funcional de este drgano, y por tanto, el metabolis-
mo de cisteinil-LTs que se produce normalmente en el higado, es sustituido por el renal.
No obstante, no puede descartarse tampoco que la causa de esta hipersecrecion de cisteinil-

LTs sea un aumento de su sintesis en el territorio renal.

4.5.- Otros eicosanoides

Finalmente, dentro del contexto del SHR, hay que destacar también a los eicosanoi-
des derivados del CYP como posibles implicados. Se ha observado que en pacientes cirro-
ticos la excrecion urinaria de 20-HETE, un potente vasoconstrictor renal, se encuentra sig-
nificativamente aumentada, y que el aumento se relaciona con la severidad de la enferme-
dad y con el descenso en el FPR. En estos pacientes ademas, la excrecion urinaria de 20-
HETE es mucho més elevada que la de PGs y TXB,, mientras que en individuos normales

20-HETE y PGs se excretan a niveles similares (Sacerdoti et al., 1997).
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En la cirrosis descompensada, la sintesis renal de PGs, juega un papel clave en el
mantenimiento de la funcion renal. En concreto, en esta patologia se produce una disfun-
cion en el sistema circulatorio, caracterizada por la aparicion de hipotension arterial y re-
duccion de las resistencias vasculares sistémicas, lo que provoca la activacion de los siste-
mas vasoactivos endogenos (SRAA, SNS y ADH). En consecuencia, y para preservar la
funcidn renal, es fundamental que las PGs renales contrarresten la exacerbada actividad
vasoconstrictora de estos sistemas. Ademas, se ha observado que en pacientes cirrdticos las
PGs juegan un papel importante en la modulacidn de la respuesta renal a los diuréticos del
asa y en la regulacion del metabolismo renal del agua, antagonizando el efecto hidrosmoti-
co de la ADH. De hecho, se ha podido observar que en estos pacientes la inhibicion aguda
de las PGs con AINEs se asocia a un empeoramiento significativo en la hemodindmica
renal, la excrecion de sodio, la excrecidon de agua libre y la respuesta renal a la furosemida
y a la espironolactona, por lo que en la practica clinica los pacientes con cirrosis y ascitis
no pueden recibir tratamientos prolongados con AINEs, debido al elevado riesgo de

desarrollar fallo renal y ascitis refractaria.

A pesar de que el papel de las PGs en el mantenimiento de la funcion renal en la
cirrosis esta bien establecido, en los ultimos afios, con la identificacion de dos isoformas de
la COX, han surgido nuevas incognitas, como por ejemplo determinar qué isoforma de la
COX es la responsable de la sintesis de PGs involucradas en la homeostasis renal en esta
enfermedad, asi como caracterizar el efecto de los nuevos inhibidores selectivos de la
COX-2, y especialmente si su uso puede o no causar efectos deletéreos renales en la cirro-

sis con ascitis. Por todo ello, los objetivos del presente estudio fueron:

L Caracterizar la expresion y distribucion renal de COX-1 y COX-2 en ratas con-

trol y cirrdticas.

II. Comparar los efectos producidos por la administracion de un inhibidor selecti-
vo COX-1 (SC-560), con los de un inhibidor selectivo COX-2 (celecoxib), so-
bre la funcidn renal, respuesta diurética y natriurética a la furosemida y meta-

bolismo del agua, en ratas con cirrosis y ascitis.

I1I. Investigar, in vitro, los mecanismos de accion de celecoxib en células renales,

evaluando los efectos de celecoxib sobre la biosintesis de eicosanoides vasoac-
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IV.
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tivos, la liberacidn de renina, la activacion de PPARy y la expresion de a-SMA

en células mesangiales de rata.

Establecer si la albumina, utilizada en la clinica como expansor plasmatico en
esta patologia, modula las acciones moleculares de celecoxib en esta linea celu-

lar.
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Articulo 1: Las prostaglandinas derivadas de la ciclooxigenasa-1 estan involucradas

en el mantenimiento de la funcion renal en ratas con cirrosis y ascitis.

Aunque el papel de las PGs en el mantenimiento de la funcion renal en la cirrosis
era bien conocido, en el momento en el que se inicio6 este estudio, se desconocia cudl era la
isoforma de la COX (COX-1 o COX-2) responsable de la sintesis de las PGs involucradas
en la homeostasis renal en esta enfermedad. En este primer trabajo, realizado en el modelo
de cirrosis experimental en ratas inducido mediante inhalaciéon de CCly, se caracterizo a
nivel de proteina la expresion y distribucion renal de COX-1 y COX-2. Ademas, se realiza-
ron estudios funcionales en 88 ratas con cirrosis y ascitis, en los que se evaluaron los efec-
tos del placebo, un inhibidor selectivo de la COX-1 (SC-560) y un inhibidor selectivo de la
COX-2 (celecoxib), sobre el volumen urinario (V), la excrecion urinaria de sodio (Un,V) y
PGE; (Upgr2V), la tasa de filtrado glomerular (tasa de FG), el flujo plasmatico renal (FPR),
la respuesta diurética y natriurética a la furosemida y el metabolismo del agua. Los resulta-

dos del estudio se resumen a continuacion:

1. Existe una expresién constitutiva tanto de COX-1 como de COX-2 en el rifiéon de ratas

control v cirroticas, pero sdlo COX-2 se sobreexpresa en los animales cirroticos con as-

En primer lugar se analizé por Western Blot la expresion de las proteinas COX-1y
COX-2 en el rifidén de ratas control y de ratas cirroticas con ascitis. Ambas isoformas se
encontraron constitutivamente expresadas en el tejido renal, tanto de animales control
como de cirrdticos. Sin embargo, se observd que, mientras que los niveles de COX-1 se
mantenian inalterados, la expresion de COX-2 aumentaba significativamente en los ri-
flones de animales cirréticos con ascitis en comparacion con los de los animales control.

Para determinar su distribucidon renal, en estos tejidos también se realizd la in-
mubhistoquimica de ambas isoformas. En concreto, se observo inmunoreactividad para la
COX-1 en los tubulos colectores, vasculatura renal, y células papilares intersticiales,
siendo su expresion particularmente intensa en los tibulos colectores papilares, y de ba-
ja a moderada en los tibulos colectores corticales. Por otro lado, la inmunoreactividad
positiva para la COX-2 se localiz6 en la macula densa y en los tubulos colectores de la

médula externa.
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2. A pesar de que ambos redujeron la Upgr2V de forma similar, Celecoxib, a diferencia de

SC-560. preservo la hemodinamica renal v la funcidn renal en ratas cirroticas con asci-

tis.

Para evaluar los efectos renales de la inhibicidn selectiva de ambas isoformas, se
realizé la determinacion de diferentes parametros de funcion renal en ratas con cirrosis
y ascitis, a las que se les habia administrado de forma i.v. celecoxib (20 mg/kg), SC-560
(20 mg/kg) o placebo.

La administracion i.v. del inhibidor selectivo de la COX-1, SC-560, produjo un
descenso significativo en V, Un,V, tasa de FG y FPR. Este empeoramiento en la fun-
cion renal se manifestd enseguida (a los 20 minutos de la administracion), experimen-
tando en todos los pardmetros un declive progresivo a lo largo de todo el periodo de es-
tudio, excepto en Un,V, que a los 40 minutos alcanzé un valor maximo plateau. En
cambio, los efectos renales asociados a la administracion i.v. de celecoxib fueron simi-
lares a los producidos por placebo, excepto que a los 60 minutos de la administracion
provoco un descenso significativo en el V. No obstante, este cambio fue transitorio ya
que a los 80 minutos se restablecid, alcanzando valores que no diferian de los del grupo
placebo.

Cabe destacar que la administraciéon de SC-560 y celecoxib a los animales cirrdti-
cos se asocid con un descenso en la inhibicidon de la UpgraV del 48 y el 47%, respecti-

vamente.

3. Celecoxib, a diferencia de SC-560. no altero la eficacia diurética v natriurética de la fu-
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rosemida en ratas cirroticas con ascitis.

La inyeccion de furosemida (5 mg/kg) a ratas cirrdticas tratadas con el inhibidor
selectivo de la COX-1, SC-560, se asocié con una reduccion en la respuesta diurética y
natriurética de esta droga. En cambio, celecoxib no afectd a la eficacia diurética y na-
triurética de la furosemida. En consecuencia, las ratas que recibieron SC-560, mostraron
una marcada reduccion en la excrecion urinaria total y la excrecion de sodio acumulada
80 minutos después de la administracion de furosemida, mientras que estos parametros
se mantuvieron inalterados en las ratas que recibieron celecoxib.

Se demostr6 ademas, que este descenso en la respuesta a la furosemida, observado
en las ratas que recibieron SC-560, fue dosis-dependiente, alcanzando relevancia esta-

distica a dosis de 20 y 30 mg/kg.
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4. Ni celecoxib ni SC-560 produjeron cambios en el metabolismo del agua en ratas con

Cirrosis v ascitis.

Para evaluar los efectos de los inhibidores sobre la capacidad renal de excretar agua
libre, en estos animales se determind la osmolalidad urinaria minima (mUOsm) y el
porcentaje excretado de agua respecto a la sobrecarga realizada (% water load excre-
ted), durante un periodo de 3 horas tras la sobrecarga. Se observo que ninguno de los
tratamientos (SC-560, celecoxib o placebo) produjo ningiin cambio significativo ni en

mUOsm ni en el porcentaje de agua excretado tras la sobrecarga.
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Cyclooxygenase-1 derived prostaglandins are involved in the
maintenance of renal function in rats with cirrhosis and ascites
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1 The maintenance of renal function in decompensated cirrhosis is highly dependent on
prostaglandins (PGs). Since PG synthesis is mediated by cyclooxygenase-1 and -2 (COX-1 and
COX-2), the present study was designed to examine which COX isoform is involved in this
phenomenon.

2 Renal COX-1 and COX-2 protein expression and distribution were analysed by Western blot and
immunohistochemistry in nine rats with carbon tetrachloride-induced cirrhosis and ascites and 10
control animals. The effects of placebo and selective COX-1 (SC-560) and COX-2 (celecoxib)
inhibitors on urine flow (V), urinary excretion of sodium (Uyn,V) and PGE, (Upgg,V), glomerular
filtration rate (GFR), renal plasma flow (RPF), the diuretic and natriuretic responses to furosemide
and renal water metabolism were assessed in 88 rats with cirrhosis and ascites.

3 COX-1 protein levels were found to be unchanged in kidneys from cirrhotic rats. In contrast,
these animals showed enhanced renal COX-2 protein expression which was focally increased in the
corticomedullary region. Although Upgg,V was equally reduced by SC-560 and celecoxib, only SC-
560 produced a significant decrease in Un,V, GFR and RPF and a pronounced impairment in the
diuretic and natriuretic responses to furosemide in rats with cirrhosis and ascites. Neither SC-560
nor celecoxib affected renal water metabolism in cirrhotic rats.

4 These results indicate that despite abundant renal COX-2 protein expression, the maintenance of

renal function in cirrhotic rats is mainly dependent on COX-1-derived prostaglandins.
British Journal of Pharmacology (2002) 135, 891—-900

Keywords: Experimental cirrhosis; renal COX expression; selective COX inhibition; renal function
Abbreviations: Celecoxib, 4-[5-(4-methylphenyl)-3-(trifluoromethyl)-1H-pyrazol-1-yl]; GFR, glomerular filtration rate; NSAIDs,
nonsteroidal anti-inflammatory drugs; PG, prostaglandin; RPF, renal plasma flow; SC-560, [5-(4-chlorophenyl)-
1-(4-methoxyphenyl)-3-trifluoromethylpyrazole); V, urine flow; Upgg,V, urinary PGE, excretion; Uy,V, urinary
sodium excretion
Introduction

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are among
the most widely prescribed class of pharmaceutical agents
world-wide, having broad clinical utility in treating pain,
fever and inflammation (Payan & Katzung, 1995). Despite a
relatively low incidence of renal side effects in healthy
subjects, administration of NSAIDs to patients with
unbalanced effective arterial blood volume, such as decom-
pensated cirrhosis, represents a major clinical problem since
renal function in these patients is critically dependent on
prostaglandins (PGs) (Arroyo et al., 1983; 1986; Dunn,
1984). In fact, acute PG inhibition with NSAIDs in patients
with cirrhosis and ascites is associated with a significant
impairment in renal hemodynamics, sodium excretion, free
water clearance and renal response to furosemide and
spironolactone (Boyer et al., 1979; Zipser et al., 1979;

*Author for correspondence; E-mail: jclaria@clinic.ub.es

Arroyo et al., 1983; 1986; Planas et al., 1983; Mirouze et al.,
1983; Pérez-Ayuso et al., 1984; Dunn, 1984). Thus, in
clinical practice, patients with decompensated cirrhosis
cannot be treated with NSAIDs on a long term basis
because of the high risk of developing renal failure and
refractory ascites.

Cyclooxygenase (COX) is the key enzyme in the
formation of PGs from arachidonate and is the major
therapeutic target for NSAIDs (Vane, 1971). Two isoforms
of COX, designated COX-1 and COX-2, have been
identified (Kujubu et al., 1991, Masferrer et al., 1992; Hla
& Neilson, 1992). COX-1 is ubiquitous and has been
previously linked to the cytoprotective effects of PGs in
the gut as well as to the integrity of platelet function.
Conversely, COX-2 is undetectable in most tissues, but its
expression can be induced by a variety of stimuli related to
inflammatory response (Herschman, 1996). Conventional
NSAIDs inhibit COX-1 and COX-2 and this feature
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accounts for both therapeutic and side effects (Warner et al.,
1999). Recently, selective COX-2 inhibitors have been
developed to effectively inhibit COX-2-dependent inflamma-
tion while sparing physiologic PG production (Seibert et al.,
1994; Marnett & Kalgutkar, 1999). These novel compounds
could potentially be the NSAIDs of choice in patients in
whom, as occurs in cirrhosis with ascites, renal function is
critically dependent on PGes.

To address the renal-damaging effects of NSAIDs in liver
disease, we have previously used rats with carbon tetra-
chloride (CCly)-induced cirrhosis, an experimental model
that closely reproduces the systemic and renal abnormalities
seen in human cirrhosis (Claria & Jiménez, 1999). In fact,
CCly-induced cirrhotic rats also show increased renal PG
synthesis and develop renal failure after receiving conven-
tional NSAIDs such as aspirin (Ros et al, 1995) and
ketorolac (Bosch-Marcé et al., 1999). Interestingly, we have
recently shown that renal function in these animals remains
unaffected by the administration of SC-236 (a research pre-
clinical compound with high selectivity for COX-2 (Bosch-
Marcé et al., 1999)), suggesting that the renal side-effects of
conventional NSAIDs in cirrhosis are secondary to COX-1
inhibition. Given that a selective COX-1 inhibitor was not
available in that study, the current investigation was aimed
to unequivocally establish which COX isoform is responsible
for the synthesis of PGs involved in the maintenance of
renal function in decompensated cirrhosis. To this end, we
first analysed COX-1 and COX-2 protein expression and
distribution by Western blot and immunohistochemistry,
respectively, in kidneys from rats with CCl-induced
cirrhosis and ascites. In these animals, we next compared
the effects of a selective COX-1 inhibitor (SC-560) with
those of a selective COX-2 inhibitor (celecoxib) on renal
hemodynamics and renal sodium handling. Subsequently, we
assessed the effects of these COX inhibitors on the diuretic
and natriuretic response to furosemide, and finally char-
acterized which COX isoform is involved in the regulation
of renal water metabolism in cirrhotic rats.

Methods

Materials

1I-Tothalamate, specific PGE, EIA and the ECL system
were from Amersham Pharmacia (Buckinghamshire, U.K.).
PAH was obtained from Merck & Co (West Point, PA,
U.S.A.). Sep-Pack C;g cartridges and HPLC columns were
from Waters (Milford, MA, U.S.A.). Furosemide was from
Hoechst Marion Roussel (Seguril®, Barcelona, Spain). MBF
was from Strecks Laboratories (Omaha, NE, U.S.A)).
Immobilon-P PVDF membranes were from Millipore (Bed-
ford, MA, U.S.A.). Tween 80, aprotinin, leupeptin, pepstatin
A and phenylmethylsulphonyl fluoride were purchased from
Sigma Chemical Co (St Louis, MO, U.S.A.). Ketorolac,
COX-1 and COX-2 protein standards, COX-1 (murine)
monoclonal antibody and COX-2 (murine) polyclonal anti-
body (Western blot) were from Cayman Chemical Company
(Ann Arbor, MI, U.S.A.). Polyclonal rabbit anti-human
COX-2 serum and anti-ovine COX-1 monoclonal antibody
were from Oxford Biomedical Research (Oxford, MI,
U.S.A)). Selective COX-1 (SC-560) and COX-2 (celecoxib)

inhibitors were provided by Pharmacia Research and
Development (St Louis, MO, U.S.A.).

Induction of cirrhosis in rats

The study was performed in 97 rats with cirrhosis and ascites.
Cirrhosis was induced by CCl, inhalation in adult male
Wistar rats (Charles-River, Saint Aubin les Elseuf, France)
initially weighing 160—180 g, following a method described
elsewhere (Claria & Jiménez, 1999). Cirrhotic rats were
obtained from a group of 136 animals submitted to the
cirrhosis induction protocol. Thirty-nine of these animals
could not be included in the study for several reasons: 24 rats
died before the development of ascites and/or impairment of
renal water excretion, seven rats died before completing the
experimental procedures and eight rats did not develop
ascites and/or impairment to renal water excretion. Animals
were maintained at the University of Barcelona animal
facility and were fed ad libitum with standard chow and
distilled water containing phenobarbital (0.3 g1-") as drink-
ing fluid. Cirrhotic rats were studied after the development of
ascites, usually between 12 and 18 weeks of CCly; adminis-
tration.

Western blot analysis of COX-1 and COX-2 protein
expression in renal tissue

Protein expression for COX-1 and COX-2 was assessed in
renal tissue samples isolated from six cirrhotic rats with
ascites and from seven control animals. Animals were
anaesthetized with an i.m. injection of ketamine (50 mg kg~")
and the kidneys were rapidly dissected and stored in liquid
nitrogen. Frozen tissues (150—180 mg) were homogenized in
30 mM Tris/HCl pH 7.4, 100 uM phenylmethylsulphonyl
fluoride, containing protease inhibitors (I ug ml~' each):
leupeptin, pepstatin A and aprotinin. The homogenate was
centrifuged at 1000 x g for 10 min and the supernatant was
taken and subjected to a final centrifugation step at
100,000 x g for 70 min. Total protein concentration was
determined by the Bradford Protein Assay. Aliquots from
each sample containing equal amounts of protein (30—50 ug)
were resuspended in SDS-containing Laemmli sample buffer
and heated at 100°C for 5 min, electrophoresed on 10—12%
SDS-polyacrylamide gels and transferred overnight to PVDF
membranes. The efficiency of the transfer was visualized by
Ponceau staining. The blots were subsequently blocked for
6 h with 50 mMm Tris/HCI pH 7.4 and 100 mM NaCl (TBS)
containing 5% nonfat dry milk and 0.5% Tween 20, followed
by incubation (1: 1000 dilution) for 16 h with antisera specific
for either COX-1 or COX-2. After washing three times for
5 min each with 0.1% Tween 20 in TBS, the blots were
incubated for 1 h at room temperature with 1:2000 dilution
of sheep anti-mouse or donkey anti-rabbit secondary
antibodies conjugated to horseradish peroxidase. Bands were
visualized by an enhanced chemiluminescence (ECL) detec-
tion system.

Immunohistochemical analysis of COX-1 and COX-2
protein distribution in renal tissue

Localization of COX-1 and COX-2 expression was assessed
in renal tissue isolated from three cirrhotic rats with ascites
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and three control rats. Animals were anaesthetized with an
im. injection of ketamine (50 mg kg~') and sacrificed. The
kidneys were rapidly resected and cut to the appropriate size
to facilitate efficient fixative penetration of the molecular
biology fixative (MBF). MBF is an aqueous buffered solution
containing organic and inorganic salts, supplemented with a
bacteriostatic and fungistatic agent and provides excellent
preservation of tissue structure and COX antigenicity. Tissues
were fixed for 24 h at 4°C, transferred to 70% ethanol,
embedded in paraffin, sectioned at 5 um onto Fisher Gold
SuperFrost Plus glass slides and finally, deparaffinized in
xylene and re-hydrated in descending alcohols. Tissues were
then blocked for endogenous peroxidase (3% H,O, in
MeOH) and avidin/biotin (Avidin Biotin Blocking Kit SP-
2001, Vector Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A.). Sec-
tions were permeabilized in TNB-BB (0.1 M Tris pH 7.5,
0.015 M NaCl, 0.5% blocking agent, 0.3% Triton-X, 0.2%
saponin), and incubated overnight at 4°C with polyclonal
rabbit anti-human COX-2 serum diluted to 2.5 ug ml~'
(Oxford Biomedical Research). COX-1 was immunolocalized
with the anti-ovine monoclonal antibody (diluted to
1 ug ml=") (Oxford Biomedical Research). Immunoreactive
complexes were detected using tyramide signal amplification
(TSA-indirect, NEN Life Science), and were visualized with
the peroxidase substrates AEC or DAB. Control sections
were treated with isotype-matched controls, or were pre-
incubated with 100 fold excess of human recombinant COX-1
or COX-2 protein. To ensure rigid inter-slide consistency all
slides were stained simultaneously on an autoimmunostainer.
Pathological changes were described by a licensed pathologist
following preparation of standard hematoxylin and eosin
staining.

Drug administration studies

Study 1 The goal of this study was to investigate the effects
of selective COX-1 (SC-560) and COX-2 (celecoxib)
inhibitors on renal function in conscious rats with cirrhosis
and ascites. For this purpose, 28 rats with cirrhosis and
ascites were anaesthetized with an i.m. injection of ketamine
(50 mg kg~") and prepared with a PVC-50 catheter in the left
femoral artery for hemodynamic measurements and blood
collection, a double-lumen PVC-100 catheter in the right
jugular vein for the infusion of substances, and a PVC-50
tube in the bladder for urine collection. The femoral artery
catheter was connected to a highly sensitive transducer and a
multichannel recorder (MX4P and MT4, Lectromed Ltd,
Jersey, Channel Islands, U.K.) to register pulsatile mean
arterial pressure (MAP) and heart rate (HR), while the
jugular vein catheter was continuously perfused with Ringer
solution (0.5 ml h~'"). Catheters were connected to a swivel
(Harvard Apparatus, South Natick, MA, U.S.A.) and
animals were placed in rectangular cages with no restriction
of movement. Twenty-four hours later, a priming dose of '*I-
Iothalamate (0.37 uCi) and para-aminohippurate (PAH)
(3 mg) was given through the jugular vein, followed by a
constant infusion (2 ml h™') of a Ringer solution containing
12]-Tothalamate (0.37 uCi ml~') and PAH (3 mg ml™").
Animals were equilibrated for 1 h and after two baseline
20-min urine collection periods received 1 ml kg=' of 2%
Tween 80 in Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)
containing the following: Group 1 (n=38): Placebo; Group 2

(n=10): Selective COX-1 inhibitor, SC-560 (20 mg kg~', i.v.);
Group 3 (rn=10): Selective COX-2 inhibitor, celecoxib
(20 mg kg~ ', i.v.).

The dose of SC-560 was selected from previous studies
demonstrating inhibition of constitutive PG synthesis in
euvolemic rats (Smith er al., 1998; Wallace et al., 2000;
Gretzer et al., 2001). The dose of celecoxib was selected from
previous studies reporting complete inhibition of PG
synthesis in the rat carrageenan footpad and airpouch models
of inflammation (Smith et al., 1998; Wallace et al., 2000).
Moreover, by using the zymosan-induced inflammation
model in rats, Niederberger et al. (2001) have recently
reported that celecoxib retains its anti-inflammatory efficacy
at doses of up to 100 mg kg~ ".

Subsequently, four 20-min urine collection periods were
performed and changes in MAP, HR, urine volume (V),
urinary sodium excretion (Un,V), glomerular filtration rate
(GFR) and renal plasma flow (RPF) were recorded during
the entire period. At the midpoint of each clearance period, a
0.5 ml blood sample was obtained. Urinary PGE, excretion
(Upge2V) was measured under baseline conditions and
during the fourth 20-min urine collection period following
the administration of COX inhibitors.

Sodium and potassium concentrations in plasma and urine
samples were measured by flame photometry (IL 943,
Instrumentation Laboratory, Lexington, MA, U.S.A.) and
serum osmolality by the osmometric depression of the
freezing point in an Advanced Instruments Osmometer
(model 3MO, Needham, MA, U.S.A.). GFR and RPF were
estimated from '*’I-lothalamate and PAH clearance respec-
tively, using the standard formula: Cioatamate = urinary '*°I
counts x V/plasma '>I counts and Cpay=urinary PAH
concentration x V/plasma PAH concentration. The radio-
activity of '*I-Iothalamate samples was counted in an
automatic scintillation counter (Wallac, Turku, Finland).
PAH was determined by RP—HPLC as described (Decosterd
et al., 1997) with modifications. Briefly, 2 ul of plasma or
urine in MeOH (final volume 25 ul) were injected into a RP—
HPLC system which consisted of a Waters integrated system
controller (model 600E) equipped with a 996 Photodiode
Array Detector (DAD) and Millennium HPLC analysis
software (Waters, Milford, MA, U.S.A.). For analysis of
PAH, a HPLC column (either a Kromasil 100 Cg (5 um,
4.6x250 mm) or a Tracer Extrasii ODS2 (5 um,
4.6 x 250 mm) was eluted with a linear gradient of MeOH:ci-
trate-citric acid pH 3.9 (from 1:99 to 15:85, vv~! over
15 min) at a flow rate of 1.0 ml min—'. The spectrophoto-
metric UV-VIS DAD was set at 273 nm. PGE, levels in urine
were measured by specific EIA after extraction of samples on
Sep-Pack C;g cartridges.

Study 2 The aim of this study was to investigate the effect
of SC-560 and celecoxib on the renal diuretic and natriuretic
responses to furosemide in rats with cirrhosis and ascites.
Twenty-six rats with cirrhosis and ascites were prepared as
described in Study I and received placebo (n=06), the selective
COX-1 inhibitor SC-560 (20 mg kg~', i.v.) (n=10) or the
selective COX-2 inhibitor celecoxib (20 mg kg=!, i.v.)
(n=10). Sixty minutes later, they received an i.v. injection
of furosemide (5 mg kg~') and changes in V, Un,V, GFR
and RPF were recorded during four 20-min urine collection
periods. In an additional group of 13 rats with cirrhosis and
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ascites, the effects of increasing doses of SC-560 (10 and
30 mg kg, i.v) and celecoxib (10 and 30 mg kg~', i.v,) on
the diuretic and natriuretic response to furosemide were also
evaluated.

Study 3 The aim of this study was to investigate the effect of
SC-560 and celecoxib on renal water metabolism in rats with
cirrhosis and ascites. Renal water metabolism was estimated in
cirrhotic rats resting in metabolic cages, as follows: two hours
after removing water and food, a water load (50 ml kg~') was
administered via a gastric tube inserted under light ether
anaesthesia. Immediately afterwards, the animals were re-
introduced into their metabolic cages where each spontaneous
urine void was individually collected for a total period of 3 h.
The renal ability of these animals to excrete free water was
established by measuring the minimum urinary osmolality
(mUOsm) from the osmometric depression of the freezing
point of each spontaneously voided sample and by gravime-
tically measuring the percentage (%) of the water load
excreted during the 3-h urine collection period. After a 24-h
period, animals received 1 ml kg~ of 2% Tween 80 in 0.5%
carboxymethylcellulose containing the following treatments
and doses selected from Smith er al. (1998), Wallace et al.
(2000), Gretzer et al. (2001) and Niederberger et al. (2001).
Group 1 (n=6): Placebo; Group 2 (n=7): SC-560 (30 mg
kg, p.o.); Group 3 (n=28): celecoxib (30 mg kg~ ', p.o.).

Twenty minutes after receiving the drug, the animals were
submitted to a second oral water load of 50 ml kg~' and the
percentage of water load excreted and the mUOsm were
again determined during the 3-h period following the water
administration (see above).

At the end of each study, tissue specimens were obtained
from the middle liver lobe of each animal, fixed in 10%
buffered formalin and stained with hematoxylin-eosin,
reticulin and Masson’s trichrome for histological examina-
tion.

Statistical analysis of the results was performed by one-way
ANOVA, Newman-Keuls and paired and unpaired Student’s
t-tests, as appropriate. Data are expressed as mean+s.e.m.
and were considered significant at a P level of 0.05 or less.

All animal studies were conducted in accordance with the
criteria of the Investigation and Ethics Committee of the
Hospital Clinic and the European Community laws govern-
ing the use of experimental animals.

Results

Animals treated with CCl,; showed the characteristic features
of micronodular cirrhosis (i.e. a stage of well-established
cirrhosis with a combination of nodular regeneration of liver
cell plates surrounded by thick connective tissue septa and
proliferating bile ducts). The volume of ascites of cirrhotic
rats ranged between 12 and 40 ml.

Constitutive COX-1 and COX-2 protein expression was
detected by Western blot and immunohistochemistry analysis
in renal tissue collected from rats with cirrhosis and ascites
(Figures 1-3). However, whereas COX-1 protein expression
was found to be unchanged as compared to controls, COX-2
expression was consistently up-regulated in kidneys from
cirrhotic rats (Figure 1). In these animals, COX-1 immunor-
eactivity was observed in the collecting ducts, renal
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CT1 CT2 CH1 CH2
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Figure 1 Renal COX-1 and COX-2 protein levels. Upper panels:
representative Western blot analysis of COX-1 (M,, 70 kDa) and
COX-2 (M,, 72 kDa) in renal tissue samples from two control rats
(CT1 and CT2) and two cirrhotic rats with ascites (CH1 and CH2).
Renal protein extracts were electrophoresed and probed with specific
anti-COX-1 and anti-COX-2 antibodies. Lower panels: COX-1 and
COX-2 band intensities were determined by scanning densitometry.
Results show the mean 4 s.e.m. of six cirrhotic and seven control rats.

vasculature, and papillary interstitial cells, being its expres-
sion intense in the papillary collecting ducts and low-to-
moderate in the cortical collecting ducts (Figure 2). On the
other hand, positive COX-2 immunoreactive protein was
localized in the macula densa and outer medulla collecting
ducts (Figure 3).

Study 1: Effect of selective COX inhibitors on renal
hemodynamics and renal excretory function in rats with
cirrhosis and ascites

No statistically significant differences were detected in the
three groups of rats receiving placebo, SC-560 or celecoxib
with respect to baseline body weight, MAP, HR, serum
sodium and potassium concentrations, serum osmolality, V,
UNaV: UpGEzv, GFR and RPF (Table 1)

Figure 4 shows the effects of placebo, SC-560 or celecoxib
on V, Un,V, GFR and RPF in cirrhotic rats with ascites.
The i.v. administration of the selective COX-1 inhibitor SC-
560 significantly decreased V, Un,V, GFR and RPF in
cirrhotic rats. In these animals, renal function was impaired
as early as 20 min following SC-560 administration and
experienced a progressive decline throughout the entire study
period, except for Un,V which reached a maximum plateau
at 40 min after the administration of the drug (Figure 4). In
contrast, the renal effects associated with selective COX-2
inhibition with celecoxib were similar to those of placebo
except that celecoxib induced a reduction in V which reached
statistical significance at 60 min after administration of the
drug (Figure 4). This effect, however, was transient and
rapidly reversed and after 80 min of receiving celecoxib, the
V values in this group of animals did not differ from those of
the placebo group. No changes in MAP and HR were
observed throughout the entire course of the study in any
group of cirrhotic animals (data not shown).

The administration of SC-560 and celecoxib to cirrhotic
rats was associated with a 48% (from 312482 to

British Journal of Pharmacology vol 135 (4)



M. Lépez-Parra et al

Selective cyclooxygenase inhibition in cirrhosis 895

e il

Figure 2 Localization of COX-1 protein expression in control rats (A) and rats with cirrhosis and ascites (B). COX-1 is observed
in the collecting ducts, renal vasculature, and papillary interstitial cells. Intense COX-1 immunoreactivity is detected in the papillary
collecting ducts, and low-to-moderate expression detected in the cortical collecting ducts.

Figure 3 Localization of immunoreactive COX-2 protein expression in kidneys from rats with cirrhosis and ascites. Low-
magnification micrograph showing a longitudinal section of the kidney stained with hematoxylin-eosin (A) or reacted with a
polyclonal rabbit antimurine COX-2 (B). In the cortex, COX-2 staining was observed in the macula densa (C), whereas in the
medulla, strong immunoreactivity for COX-2 was localized in tubular epithelial cells (D).

163+54 pg min~', P<0.05) and 47% (from 389493 to
2034111 pg min~"), inhibition in Upgg,V, respectively.

Study 2: Effect of selective COX inhibitors on the renal
response to furosemide in rats with cirrhosis and ascites

Figure 5 shows the results obtained in the three groups of
animals included in this study. As expected, in cirrhotic rats
receiving placebo, the 1i.v. injection of 5 mgkg™' of
furosemide was followed by a pronounced increase in V
(diuretic effect) and Un,V (natriuretic effect) (Figure 5). This

effect was rapid (reached a maximum after 20 min) and
transient (disappeared in most cases 60—80 min after the
administration of furosemide). Parallel changes in GFR and
RPF were also observed in this group of animals following
the administration of furosemide, although the duration of
these changes was shorter than that elicited on V and Uy, V
(data not shown). The injection of furosemide to cirrhotic
rats treated with the selective COX-1 inhibitor SC-560 was
associated with reduced diuretic and natriuretic response to
this drug (Figure 5). In sharp contrast, the diuretic and
natriuretic efficacy of furosemide in cirrhotic rats was not
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Table 1 Baseline values for the three groups of cirrhotic rats receiving placebo, SC-560 or celecoxib included in Study 1.

Placebo (n=3)

Body weight (g) 595428
MAP (mmHg) 90+7
HR (beats min~") 439+2
Serum sodium (mEq 17") 138+1
Serum potassium (mEq 17") 39+40.2
Serum osmolality (mOsm kg~ ') 294+2
V (ul min~") 3145
UnaV (uEq min™1) 1.940.2
UpgeaV (pg min~1) 212+92
GFR (ml min~") 3.6+0.5
RPF (ml min~") 13.741.6

HEg/min
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Figure 4 Effect of selective COX inhibitors on renal function in rats
with cirrhosis and ascites. Urine flow (V), urinary sodium excretion
(UnaV), glomerular filtration rate (GFR) and renal plasma flow
(RPF) were measured before (—20 and 0 min) and up to 80 min after
the i.v. administration of placebo (n=38), the selective COX-1
inhibitor (SC-560, 20 mg kg~', n=10) or the selective COX-2
inhibitor (celecoxib, 20 mg kg~', n=10) to rats with cirrhosis and
ascites. Results are given as mean+s.e.m. Data are compared with
the Student’s t-test for paired data. *P<0.05; **P<0.025 and
**%P<0.001 vs values at 0 min.

affected by celecoxib (Figure 5). Consequently, rats treated
with SC-560 showed a pronounced reduction in overall urine
output and cumulative sodium excretion over the 80 min
period after furosemide injection, whereas these parameters
remained unaltered in those rats treated with celecoxib
(Figure 6). The decrease in the response to furosemide in
rats receiving SC-560 was dose-dependent and reached
statistical significance at doses of 20 and 30 mg kg~' (Figure
6).

Study 3: Effects of COX inhibitors on renal water
metabolism in rats with cirrhosis and ascites.

Under baseline conditions, all three treatment groups exhibited
similar renal ability to excrete free water, as estimated by the
percentage of water load excreted (placebo: 82+ 11%; SC-560:
92+6% and celecoxib: 86+7%) and mUOsm (Placebo:
103415 mOsm kg—'; SC-560: 6945 mOsm kg~' and celecox-
ib: 88+17 mOsm kg~'). Figure 7 shows the percentage

SC-560 (n=10) Celecoxib (n=10)

569 +21 569 +30
91+6 91+6
436+17 401+13
130+7 133+3
37402 3.8+0.2
29243 29042
28+4 28+4
1.840.3 18403
312482 389493
33+0.3 32402
129+2.1 142+1.7

300+ v
250

£ 200+

£

1150'
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50+
0 . , . ; .
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Time (min)
25, UnaV
20

£
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i
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—=—Placebo - SC-560 —o- Celecoxib

Figure 5 Effect of selective COX inhibitors on the renal response to
furosemide in rats with cirrhosis and ascites. Animals received i.v.
placebo (n=6), the selective COX-1 inhibitor (SC-560, 20 mg kg~ ',
n=10) or the selective COX-2 inhibitor (celecoxib, 20 mg kg™,
n=10) and 1 h later they were challenged with an i.v. injection of
furosemide (5 mg kg™") (time 0 min). Changes in urine flow (V) and
urinary sodium excretion (Uyn,V) were recorded for four 20-min
urine collection periods after the injection of furosemide. Results are
given as mean+s.e.m. Data are compared by the Student’s z-test for
unpaired data. *P<0.05; **P<0.025 and ***P<0.005 vs placebo-
treated group.

of water load excreted and mUOsm under baseline conditions
and following the oral administration of the drugs to rats
with cirrhosis and ascites. In these animals, neither placebo,
SC-560 or celecoxib produced any significant change in
either the percentage of water load excreted or mUOsm
(Figure 7).
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Figure 6 Diuretic and natriuretic responses to furosemide in rats with cirrhosis and ascites treated with increasing doses of
selective COX inhibitors. Graph bars show the overall urine output and the cumulative sodium excretion over the 80 min after the
administration of furosemide (5 mg kg™') to different groups of rats treated with placebo (0 mg kg™"), SC-560 (10, 20 or
30 mg kg~ ") or celecoxib (10, 20 or 30 mg kg~ '). Results are given as mean+s.e.m. Data are compared by the Student’s r-test for
unpaired data and P values denote statistically significant differences with respect to the placebo-treated group.
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Figure 7 Effects of selective COX inhibitors on renal water
metabolism in rats with cirrhosis and ascites. The percentage (%)
water load excreted (A) and the mUOsm (B) were measured before
and after the administration of placebo (n=6), SC-560 (30 mg kg~",
n="7) or celecoxib (30 mg kg~', n=8) to cirrhotic rats with ascites.
Results represent the mean+s.e.m. and data are compared by the
Student’s t-test for paired data.

Discussion

Renal PG synthesis is markedly increased in patients with
cirrhosis and ascites as compared to patients with compen-
sated cirrhosis (no ascites) and normal subjects (Arroyo et al.,
1986; Dunn, 1984; Arroyo et al., 1983; Planas et al., 1983). In
compensated cirrhosis, this increase is a homeostatic response
to antagonize the exacerbated activity of the endogenous
vasoconstrictor systems (i.e. the renin-angiotensin system, the
sympathetic nervous system and the antidiuretic hormone
(ADH)). Two lines of evidence support this contention.
Firstly, acute PG inhibition with NSAIDs (indomethacin,
ibuprofen, naproxen, sulindac or aspirin) in patients with
cirrhosis and ascites is associated with a significant decrease
in V, Un,V, GFR and RPF (Dunn, 1984; Arroyo et al.,
1983; Boyer et al., 1979; Mirouze et al., 1983; Zipser et al.,
1979). Patients with high plasma renin activity and plasma
norepinephrine concentrations are particularly sensitive to
these adverse effects. NSAIDs do not impair renal function in
patients with compensated cirrhosis who do not show
increased activity of the renin-angiotensin and sympathetic
nervous systems. Secondly, acute PG inhibition with aspirin
in patients with cirrhosis, ascites and increased plasma ADH
levels is associated with a significant reduction in the renal
ability to excrete free water (Pérez-Ayuso et al., 1984). In
addition, PGs are also important in the renal response to
diuretics since the administration of aspirin, naproxen,
indomethacin and sulindac suppresses the renal hemody-
namic effect and reduces the natriuretic efficacy of furosemide
in cirrhotic patients with ascites (Planas et al., 1983).
Although the role of PGs in the maintenance of renal
function in cirrhosis is well established, at present it is
unknown which COX isoform (COX-1 or COX-2) is
responsible for the synthesis of PGs involved in renal
homeostasis in this disease. Under normal conditions, both
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COX-1 and COX-2 are constitutively expressed in the
kidneys (O’Neill & Ford-Hutchinson, 1993; Harris et al.,
1994; Vio et al., 1997; Jensen & Kurtz, 1997; Khan et al.,
1998; Bosch-Marcé et al., 1999). Specifically, in normal rats,
COX-1 is mainly expressed in cells of the collecting duct and
renal vasculature and in a small number of papillary
interstitial cells, while COX-2 expression is consistently focal
and limited to the macula densa of the juxtaglomerular
apparatus, epithelial cells of the thick ascending limb and
papillary interstitial cells (Khan et al., 1998; Vio et al., 1997;
Harris et al., 1994; Jensen & Kurtz, 1997). Our results show
that both COX-1 and COX-2 are also present in kidneys
from rats with cirrhosis and ascites. Moreover, whereas the
expression of COX-1 was found to be unchanged, the
expression of COX-2 was up-regulated in kidneys of cirrhotic
rats. These findings are consistent with the notion that COX-
2, but not COX-1, is regulated in a cell-specific fashion in
response to altered volume status. Indeed, increased COX-2
expression has been reported in the macula densa and peri-
macula densa region of rats and dogs with chronic salt
depletion and in the renal medulla of rats with a high-salt
diet (Khan et al., 1998; Harris et al., 1994; Jensen & Kurtz,
1997; Yang et al., 1998). Furthermore, increased COX-2
expression has been reported in the renal medulla of water-
deprived rats (Yang et al., 1999). Collectively, these results
suggest that renal COX-2 up-regulation in cirrhosis is likely
to be a consequence of changes in volume status, although
the exact mechanism for this phenomenon is, at present, not
understood.

Despite cirrhotic rats showing increased COX-2 protein
immunoreactivity in the renal area, renal function in these
animals appears to be mainly dependent on PGs derived from
COX-1. In fact, in Study I of this investigation, we observed a
significant inhibition in renal PGE, synthesis concomitant with
marked impairment in renal haemodynamics and renal sodium
handling following the administration of a selective COX-1
inhibitor (SC-560) to CCl,-induced cirrhotic rats. In contrast,
the selective COX-2 inhibitor celecoxib did not compromise
renal function in cirrhotic rats. Interestingly, and although
celecoxib administration was not associated with severe renal
effects in cirrhotic rats, this compound reduced Upgg,V to
levels equivalent to SC-560. McAdam et al. (1999) also found a
similar suppression in urinary PG excretion in both healthy
subjects treated with celecoxib and in those receiving ibuprofen.
Taken together, these results suggest that urinary PGs are
derived from both COX-1 and COX-2, yet only those from
COX-1 are involved in the maintenance of renal function in
cirrhosis. The physiological significance of PGs derived from
COX-2 in the kidneys, not only in disease states, but also in
healthy conditions, remains to be determined.

PGs are clearly involved in the renal natriuretic response to
loop diuretics (Katayama et al., 1984). Loop diuretics, such
as furosemide, are the most powerful diuretics currently
available. These drugs inhibit sodium reabsorption in the
ascending limb of the loop of Henle by acting on a specific
co-transport system, the Na”™-2CI"K* carrier (Puschett,
1981). Loop diuretics also increase GFR and renal blood
flow and the renal production of PGE, whereas NSAIDs can
modulate the renal vasodilatory effect and the natriuretic
efficiency of these drugs (Katayama et al., 1984). The results
obtained in Study 2 demonstrate that response to furosemide
in cirrhotic rats is mainly dependent on COX-1 derived PGs

and that selective COX-2 inhibition spares furosemide-
induced renal salt transport in cirrhosis. It is noteworthy to
point out that in cirrhotic rats the effects of selective COX-1
inhibition with SC-560 on furosemide-induced diuretic and
natriuretic response were dose-dependent. However, contrary
to what was previously reported by Katayama et al. (1984),
who found that indomethacin can either enhance or inhibit
the effect of furosemide-induced natriuresis depending on the
dose of this conventional NSAID used, we found that at low
doses (10 mg kg="), SC-560 induced no changes whereas
higher doses (20 and 30 mg kg~') significantly inhibited the
response to furosemide.

PGs are also involved in renal water transport by
modulating the tubular actions of ADH (Mattix & Badr,
2000). Specifically, PGE, inhibits the hydroosmotic effect of
ADH whereas PG inhibition with NSAIDs enhances the
tubular effect of this hormone (Mattix & Badr, 2000; Hébert et
al., 1990). In our study, neither SC-560 nor celecoxib modified
renal water metabolism in rats with cirrhosis and ascites.
These results are in sharp contrast with those previously
obtained with the NSAID ketorolac which significantly
impaired the ability to excrete free water in cirrhotic rats
(Bosch-Marcé et al., 1999). Given that ketorolac is a mixed
COX-1/COX-2 inhibitor, these findings suggest that renal
water homeostasis in cirrhosis is dependent on PGs derived
from both COX isoforms. Thus, a compensatory mechanism
appears to be present in cirrhotic rat kidneys, in such a way
that when only one isoform is inhibited, water metabolism can
be maintained by PGs produced by the other isoform.

Controlled clinical studies have demonstrated that selective
COX-2 inhibitors have equal therapeutic efficacy but with a
lower incidence of gastrointestinal ulcers and erosions than
conventional NSAIDs (Emery et al., 1999; Bombardier et al.,
2000). The marketed selective COX-2 inhibitors rofecoxib
and celecoxib have also been evaluated in randomized
controlled trials in terms of their effects on renal PGs, renal
function and occurrence of adverse renal events. Whereas in
elderly subjects, rofecoxib did not produce any significant
alteration in GFR after 2 weeks of treatment, it produced a
reduction in urinary sodium excretion similar to that with
indomethacin during the first 3 days of therapy (Catella-
Lawson et al., 1999). In contrast, in elderly patients with mild
renal impairment and stabilized on a low-sodium diet,
rofecoxib produced decreases in GFR of similar magnitude
to those observed in indomethacin-treated subjects, without
affecting urinary sodium excretion (Swan et al., 2000). In
elderly patients, celecoxib, like rofecoxib, failed to decrease
GFR, but did produce transient reductions in urinary sodium
excretion similar to those of naproxen (Whelton et al., 2000).
Finally, in a trial in salt-depleted subjects, celecoxib not only
promoted sodium retention but also produced significant
dose-related decreases in GFR (Rossat et al., 1999). There-
fore, the unwanted renal-side effects of selective COX-2
inhibitors still remain, at present, uncharacterized. This
subject is particularly important in circumstances more
susceptible to NSAID-induced renal failure, such as advanced
liver disease, congestive heart failure and nephrotic syn-
drome. For this reason, our findings in the experimental
model of cirrhosis warrant further studies in humans
investigating the feasibility of selective COX-2 inhibitors
possibly being the anti-inflammatory option of choice in
patients with chronic liver disease.
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Resultados

Articulo 2: El inhibidor selectivo de la ciclooxigenasa-2 celecoxib modula la forma-

cion de eicosanoides vasoconstrictores y activa el PPARY. Influencia de la albumina.

Aunque el mecanismo de accion de los inhibidores selectivos de la COX-2 esté
basado en su capacidad de inhibir la formacion de PGs derivadas de esta isoforma, no pue-
den excluirse otras acciones adicionales que estan siendo demostradas en los ultimos afios.
En este segundo trabajo, se quisieron investigar los mecanismos moleculares de celecoxib
en una linea de células mesangiales de rata (RMC 85/4), y la influencia de la albumina.
Tras incubar las células con celecoxib en presencia o ausencia de albumina, se determin6
la produccion de determinados eicosanoides vasoconstrictores, la liberacion de renina y la
expresion de actina o de musculo liso (ai-SMA) por estas células. Ademads, también se eva-
lud el efecto de celecoxib sobre el PPARy mediante ensayos de transactivacion en esta

linea celular. Los resultados se enumeran a continuacion:

1. En estado basal, las células RMC 85/4 expresan COX-1, COX-2 v 12/15-LO, vy produ-
cen PGE,, TXB,, 12-HETE, 8-epi-PGF,,, cisteinil-LTs y LTB4.

Con el proposito de caracterizar el metabolismo de los eicosanoides en esta linea
celular, tras cultivarla en medio completo y deprivarla de suero durante 24 horas, de-
terminamos por RT-PCR, la expresion del RNAm de los principales genes de esta ruta
biosintética, y mediante ELISA, la produccién de eicosanoides en los sobrenadantes de
los cultivos. Asi, pudimos observar que en condiciones basales, las células RMC 85/4
expresaban el RNAm de COX-1, COX-2 y 12/15-LO, pero no fuimos capaces de detec-
tar expresion de la 5-LO. En cuanto a los eicosanoides, estas células liberan al medio,
por orden de mayor a menor cantidad, PGE,, TXB,, 12-HETE, 8-epi-PGF,,, cisteinil-
LTs y LTB4. Cabe destacar que en estas muestras no fuimos capaces de detectar canti-

dades significativas de LXA4.

2. Celecoxib redujo de forma significativa la produccién de PGE, y 8-epi-PGF, en las cé-

lulas RMC 85/4.

Al incubar a estas células con celecoxib (3 uM) durante 16 horas y analizar por
ELISA la produccion de eicosanoides en sus sobrenadantes, pudimos observar que cele-
coxib redujo de forma significativa los niveles de PGE; y de 8-epi-PGF,,, sin modificar

los niveles de los otros eicosanoides evaluados.
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3.
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La albumina, por si sola, redujo significativamente la produccién de PGE, y aument? la

de 12-HETE v cisteinil-LTs en las RMC 85/4.

Al incubar las células RMC 85/4 en presencia de albumina (10 mg/ml) durante 16
horas, observamos que esta molécula ejercia sus efectos principalmente sobre la ruta de
la COX y la LO. En concreto, observamos un descenso significativo en los niveles de
PGE; y un marcado aumento en los de 12-HETE vy cisteinil-LTs. Por el contrario, la al-
biimina no modificd los niveles de TXB,, 8-epi-PGF,, ni LTB4 producidos por las

RMC 85/4.

. Celecoxib, en presencia de albumina, disminuyd significativamente la produccion de

PGE,, TXB; y el aumento de 12-HETE inducido por la albumina.

Los experimentos de la coincubacion de celecoxib y albimina se disefiaron de for-
ma que, en primer lugar se incubaron las células con el inhibidor selectivo en medio sin
suero y, posteriormente, tras 20 minutos, se afiadio la albumina al medio. La combina-
cion de celecoxib y albimina redujo de forma significativa los niveles de PGE; y TXB,,
y ademas amortigud el aumento de 12-HETE inducido por la albimina, sin llegar no

obstante, a los valores basales.

. La albumina por si sola, o en combinacion con celecoxib, redujo de forma significativa

la liberacion de renina por las RMC 85/4.

Quisimos evaluar si celecoxib ejercia algun efecto sobre el sistema renina angioten-
sina aldosterona (SRAA), y para ello nos planteamos determinar mediante ELISA la
produccion de renina de estas células mesangiales. Asi, pudimos observar que celecoxib
por si solo, no tuvo efecto sobre los niveles basales, mientras que la albumina, bien sola
o bien en combinacion con celecoxib, redujo significativamente la liberacion de renina

por las células RMC 85/4.

. Celecoxib incremento la actividad del PPARy de forma significativa v dependiente de la

concentracion, y ademds no modifico el efecto agonista de la 15d-PGJ,. Por el contra-

rio, la albimina inhibio la activacién del PPARYy y aboli6 el efecto de la 15d-PGJ,.

Para testar los efectos de celecoxib sobre el PPARY, co-transfectamos de forma

transitoria a las RMC 85/4 con los plasmidos PPARy-GAL4 y tk-luc, y las incubamos
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durante 16 horas con celecoxib a diferentes concentraciones (3 y 10 uM). Estos ensayos
permitieron ver que celecoxib aumentaba significativamente y de forma concentracion-
dependiente la actividad del PPARy. Al incubar las células transfectadas con celecoxib
en presencia del agonista natural del PPARYy, la 15d-PGJ, (1 uM), se observé que el in-
hibidor selectivo de la COX-2 no modificaba el efecto activador de la 15d-PGJ,, ni atn
aumentando la concentracion del mismo.

Quisimos testar también el efecto de la albimina, y observamos que ésta inhibia la
activacion del PPARy, y ademas abolia de forma dependiente de la concentracidn, la

respuesta del PPARy a la 15d-PGl,.

7. Celecoxib y albumina potencian el efecto inhibidor de la 15d-PGJ, sobre la expresion de

o-SMA en las células RMC 85/4.

Con el proposito de extender nuestro estudio de celecoxib a otras patologias, inves-
tigamos los efectos de este inhibidor sobre la expresion de la a-SMA, la cual se consi-
dera un marcador fenotipico de activacion de la célula mesangial, que se ha encontrado
sobreexpresado en otras complicaciones renales diferentes del sindrome hepatorenal.
Para ello, se incubaron las células mesangiales en presencia de celecoxib (10 uM), 15d-
PGJ; (1 y 10 uM), albtimina (10 mg/ml), y las respectivas combinaciones, durante 18
horas, tras las cuales se realizo la extraccion de la proteina total y se realizo el Western
Blot con un anticuerpo monoclonal de ratén especifico para la a-SMA. Celecoxib por si
solo no modifico la expresion de a-SMA, pero potencio el efecto inhibidor que ejerce la

15d-PGJ; y la albamina sobre este marcador.
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Background/Aims: Selective cyclooxygenase (COX)-2 inhibitors do not adversely affect renal function in
experimental cirrhosis. In the current study, we investigated the molecular mechanisms underlying the effects of the
selective COX-2 inhibitor, celecoxib, and assessed the influence of albumin on its actions.

Methods: Rat mesangial cells (RMC) were incubated with celecoxib in the absence or presence of albumin, and levels of
selected vasoconstrictor eicosanoids, renin release and o-smooth muscle actin (x-SMA) expression were determined. The
effects of celecoxib on PPARY were assessed in RMC co-transfected with PPARYy and luciferase reporter constructs.

Results: Under resting conditions, RMC expressed COX-1, COX-2 and 12/15-lipoxygenase and mainly generated
prostaglandin (PG)E,, thromboxane (TX)B,, 12-hydroxyeicosatetraenoic acid (12-HETE) and 8-epi-PGF,,. Celecoxib,
in addition to reducing PGE,, significantly decreased 8-epi-PGF,, formation. In the presence of albumin, celecoxib also
reduced TXB, and 12-HETE. Albumin per se inhibited PGE, as well as renin release. In trans-activation assays,
celecoxib acted as a PPARY agonist whereas albumin inhibited PPARY as well as 15d-PGJ,-induced PPARY activation.
Finally, celecoxib and albumin potentiated the inhibitory effect of 15d-PGJ, on a-SMA expression.

Conclusions: These data provide novel molecular mechanisms of celecoxib and their modulation by albumin, that
may be relevant to prevent renal dysfunction in conditions of unbalanced effective blood volume.
© 2004 Published by Elsevier B.V. on behalf of the European Association for the Study of the Liver.
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1. Introduction

Selective cyclooxygenase (COX)-2 inhibitors effectively
inhibit inflammation while sparing physiologic prostaglan-
din (PG) production [1,2]. This new class of anti-
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inflammatory drugs are of interest in diseases such as
decompensated cirrhosis, in which, renal function is
critically dependent on PGs and the administration of
non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) is fre-
quently associated with acute renal failure [3]. In fact,
recent studies have demonstrated that, unlike conven-
tional NSAIDs, selective COX-2 inhibitors do not impair
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renal function in rats with experimental cirrhosis and
ascites [4,5].

Although, the mechanism of action of selective
COX-2 inhibitors is based on its ability to inhibit the
formation of COX-2-derived PGs, additional actions
cannot be excluded. Recent reports have shown that
these compounds regulate the binding of transcriptional
factors such as NF-kB and AP-1 [6], inhibit the
phosphorylation of protein kinase B/Akt [7,8], block
the activity and nuclear translocation of ERK2 [9] and
induce apoptosis via a novel mitochondrial pathway [10].
Moreover, we have recently demonstrated that selective
COX-2 inhibitors are able to modulate inflammatory
genes such as cytokine-induced neutrophil chemoattrac-
tant-1, a member of the interleukin-8 family [11]. These
findings are consistent with an emerging appreciation that
the full spectrum of properties of these compounds has
only been partially appreciated.

In the current study, we investigated the molecular
mechanisms of the selective COX-2 inhibitor, celecoxib,
in rat mesangial cells. Mesangial cells constitute a useful
cellular model to explore the renal actions of celecoxib
because these myofibroblasts are essential for maintain-
ing the structural, glomerular and immunological func-
tions of the kidneys and are the main producers of
vasoactive and inflammatory mediators including eico-
sanoids [12]. In these cells, we firstly assessed the
effects of celecoxib on the biosynthesis of eicosanoids,
specially on those carrying vasoactive properties such as
PGE,, thromboxane (TX) B2, 8-epi-PGF,, (8-isopros-
tane), 12-hydroxyeicosatetraenoic acid (12-HETE) and
cysteinyl-leukotrienes (Cys-LTs) [13,14]. Secondly, we
explored whether, similar to other anti-inflammatory
compounds, celecoxib is able to bind and activate
PPARY [15-17]. Finally, in order to further extend our
investigation on celecoxib to renal complications other
than the hepatorenal syndrome, we assessed the effects
of celecoxib on a-smooth muscle actin (a-SMA)
expression, a well established marker of mesenchymal
cell de-differentiation and activation [12,18].

In addition to studying the molecular mechanisms of
celecoxib, we also explored the effects of albumin. Albumin
is a major protein component with remarkable biological
effects [19]. For instance, albumin is a generic stabilizing
protein, a major contributor to osmotic pressure, is involved
in the maintenance of blood pH and protects cells from
injury [20-22]. Moreover, albumin has been shown to bind
many fatty acids and NSAIDs and to be a major determinant
of eicosanoid formation in platelets and leukocytes [23-27].
On the basis of these observations and considering that
cirrhotic patients may require anti-inflammatory therapy
while receiving albumin (which is clinically used as a
plasma expander for preventing post-paracentesis circula-
tory dysfunction and for reducing the incidence of renal
impairment [28,29]), we questioned whether the molecular
actions of celecoxib are influenced by this protein.

2. Material and methods

2.1. Cell culture

Rat RMC 85/4 cells were grown in RPMI 1640 supplemented with 10%
FCS, vr-glutamine (2 mM), penicillin (50 U/ml) and streptomycin
(50 pg/ml) at 37°C in a 5% CO, atmosphere. This established rat
mesangial cell line was provided by Dr. M. Martin (University of
Hannover) who obtained it from a cell preparation from glomerular
outgrowths of male Sprague—Dawley rats after 6 months of culture in the
presence of 20% FCS [30,31]. The mesangial phenotype of RMC 85/4
cultures was routinely characterized by optical visualization and immuno-
cytochemistry showing positive staining for desmin and vimentin and
negative staining for cytokeratin and factor VIII (Fig. 1(A)).

2.2. Cell incubations

RMC 85/4 cells were serum-deprived for 24 h, exposed to vehicle
(0.1% ethanol) or the selective COX-2 inhibitor, celecoxib, (3 uM) for
20 min and subsequently incubated in the presence or absence of albumin
(Cohn V fraction, fatty acid-depleted, 10 mg/ml) for 16 h at 37 °C.

2.3. RT-PCR

RNA was isolated by using the trizol reagent. PCR was performed using
oligonucleotides specific for rat COX-1, COX-2, 5-LO, 12/15-LO, PPARY
and GAPDH (GenBank Accession Numbers NM_017043, NM_017232,
NM_012822, NM_031010, NM_013124 and NM_017008, respectively).
COX-1, COX-2, PPARY and GAPDH were amplified at 96 °C (30 s), 60 °C
(1 min) and 72°C (1 min) for 35 cycles. 5-LO and 12/15-LO were
amplified for 35 cycles at 94 °C (30 s), 58 °C (1 min) and 72 °C (30 s) and
94 °C (30's), 56 °C (45 s) and 72 °C (1 min), respectively. PCR products
were analyzed by electrophoresis in 2% agarose gels and visualized by
ethidium bromide staining.

2.4. Analysis of eicosanoids and renin levels

PGE,, TXB,, 12-HETE, Cys-LTs, LTBy, lipoxin A; (LXA,) and renin
levels were determined in unextracted supernatants of RMC 85/4 cells by
specific enzymeimmunoassays (EIAs) (Amersham, Buckinghamshire, UK;
DRG Instruments, Marburg, Germany; Cayman, Ann Arbor, MI; Neogen,
Lexington, KY and DiaSorin, Stillwater, MN, respectively). 8-epi-PGF,,,
levels were determined by EIA after extraction of supernatants in 8-
isoprostane affinity columns (Cayman, Ann Arbor, MI).

2.5. PPARY trans-activation assay

A fusion protein containing the yeast GAL4 DNA-binding domain
linked to the ligand-binding domain of PPARy (PPARY-GAL4 plasmid)
and a luciferase reporter construct containing four copies of a GAL4
upstream activating sequence (UAS) and a thymidine kinase (tk) promoter
(MH100-tk-luc plasmid) were kindly provided by Dr R. Evans (Salk
Institute). This chimeric PPARY activates transcription through a
heterologous response element and allows PPARY activity to be assayed
independently of endogenous receptors [32]. Transient transfections in
mesangial cells were conducted by using the Effectene® transfection
reagent (Qiagen, Hilden, Germany) in a ratio 1:10 to DNA. Briefly, a total
of 5.0X 10* RMC 85/4 were seeded in each well of 12-well plates and when
cells reached 70% confluence were incubated in RPMI 1640 containing
0.3 pg of the luciferase reporter construct MH100-tk-1uc, 0.1 pg of PPARY-
GAL4 and 0.025 pg of B-galactosidase expression vector pCMV (an
internal control plasmid containing a cytomegalovirus promoter). After
42 h of incubation, cells were washed twice with DPBS and treated with
vehicle (0.5% ethanol), 15d-PGJ, (1 uM), celecoxib (3 and 10 uM) and
albumin (1 and 10 mg/ml) for another 18 h in serum-free RPMI 1640
medium. Cells were then harvested in luciferase lysis buffer and light units
from firefly luciferase and B-galactosidase activities measured in a Lumat
LB 9507 luminometer (Berthold, Bad Wildbad, Germany). Relative
luciferase activity was obtained by normalizing the luciferase activity
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Fig. 1. Immunocytochemical characterization and profile of eicosanoids formed by rat RMC 85/4 cells. (A) Expression of characteristic cellular
markers of mesangial cells. Cells were cultured in RPMI 1640 supplemented with 10% FCS and characterized by immunocytochemistry using specific
antibodies against desmin, vimentin, cytokeratin and factor VIII. (B) Detection of COX-1, COX-2 and 12/15-LO mRNA expression by RT-PCR. RNA
was reverse-transcribed and COX-1, COX-2 and 12/15-LO amplified by PCR. Representative results obtained from two separate samples (samples 1
and 2) are shown in this ethidium bromide-stained gel; m, size marker (100-base pair DNA ladder). (C) Generation of arachidonic acid metabolites.
Eicosanoid levels in supernatants from RMC 85/4 cells growing in serum-free RPMI 1640 medium for 24 h were determined by EIA. Results are
expressed as mean +SEM of three different experiments with duplicate determinations. 8-iso, 8-epi-PGF,,.

against the internal control B-galactosidase activity. Results were presented
as ‘fold induction’ relative to the vehicle control values.

2.6. a-Smooth muscle actin protein expression

RMC 85/4 cells growing in serum-free medium were incubated with
vehicle (0.5% ethanol), 15d-PGJ, (1 and 10 uM), celecoxib (3 and 10 uM)
and albumin (10 mg/ml) for 18 h at 37 °C. At the end of the incubation, total
protein was extracted and equal amounts of protein (10 pg) were
resuspended in SDS-containing Laemmli sample buffer, heated at 100 °C
for 5 min, electrophoresed on 10% SDS-polyacrylamide gels and
transferred overnight to PVDF membranes. Gels were stained with
Coomassie blue to visualize loading differences and membranes were
submitted to Ponceau S staining to monitor the efficiency of the transfer.
The blots were subsequently blocked for 1 h in tris-buffered saline (20 mM
tris/HCI pH 7.4 and 0.5 M NaCl) containing 5% non-fat dry milk and 0.5%
Tween 20, followed by incubation for 2 h with a mouse monoclonal
antibody specific for a-SMA (1:5000 dilution) (Sigma, St Louis, MO).
After extensive washes, the blots were incubated for 1h at room
temperature with a sheep anti-mouse secondary antibody conjugated to

horseradish peroxidase (1:10000 dilution) and bands visualized by an
enhanced chemiluminescence detection system.

Statistical analysis of the results was performed using the unpaired
Student’s 7-test and differences considered significant at P <0.05.

3. Results

Under resting conditions, RMC 85/4 cells constitutively
expressed COX-1, COX-2 and 12/15-LO (Fig. 1(B)) and
mainly generated PGE, together with lower quantities of
TXB,, 12-HETE, 8-epi-PGF,,, Cys-LTs and LTB,4
(Fig. 1(C)). LXA, was not detected in these samples.

We next assessed the effects of the selective COX-2
inhibitor, celecoxib, on the formation of vasoactive
eicosanoids, namely PGE,, TXB,, 8-epi-PGF,,, 12-HETE
and Cys-LTs by RMC 85/4 cells. As shown in Fig. 2,

PGE, TXB, 8-epi-PGF, 12-HETE Cys-LTs
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Fig. 2. Effects of the selective COX-2 inhibitor, celecoxib, on eicosanoid formation in rat RMC 85/4 cells. Cells were exposed to vehicle (empty bars) or
celecoxib (3 pM) (dashed bars) for 16 h at 37 °C and eicosanoid levels measured in cell supernatants by specific EIAs. Results represent the mean +
SEM of 3-6 different experiments with duplicate determinations. *P <(0.01 and **P <(.005 versus vehicle.
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Table 1
Influence of albumin on the actions of the selective COX-2 inhibitor, celecoxib, on eicosanoid formation in rat RMC 85/4 cells

PGE, TXB, 8-epi-PGF,,, 12-HETE Cys-LTs
Vehicle 6.44+0.3 0.57£0.07 0.1240.005 0.2610.08 0.06510.01
Albumin 4.540.1%* 0.51£0.05 0.1240.02 1.17 £0.07%** 0.177 £0.07%**
Celecoxib+ albumin 2.9+0.3%%* 0.3740.05* ND 0.70 4 0.09%:#2 0.16610.03 %

RMC 85/4 cells were exposed to vehicle (0.1% ethanol), albumin (10 mg/ml) and combinations of celecoxib (3 M) with albumin (10 mg/ml) for 16 h at 37 °C
and levels of PGE,, TXB,, 8-epi-PGF,,, 12-HETE and Cys-LTs were measured in cell supernatants by specific EIAs. The results represent the mean & SEM of
3-6 different experiments with duplicate determinations. Values are given as ng/incubation. *P <0.05, **P <0.025, ***P <0.005 versus vehicle.

& P<0.005 for celecoxib+albumin versus albumin. ND, not determined.

celecoxib significantly decreased PGE, and 8-epi-PGF,,
concentrations without modifying TXB,, 12-HETE and
Cys-LT biosynthesis. Celecoxib did not modify LTB,4
biosynthesis (from 4049 to 46 £ 1 pg/incubation).

We also examined how the effects of celecoxib on
arachidonic acid metabolism in RMC 85/4 cells were
influenced by the presence of albumin in the culture
medium. Albumin had a major impact on the COX and LO
pathways since this protein significantly inhibited PGE,
and markedly increased 12-HETE and Cys-LTs (Table 1).
Albumin did not affect TXB, and 8-epi-PGF,,. In the
presence of albumin, celecoxib, in addition to inhibiting
PGE,, it also induced inhibition of TXB, formation
(Table 1). Interestingly, celecoxib significantly inhibited
the increase in 12-HETE production induced by albumin
(Table 1). LTB,4 levels were not modified by albumin either
alone or in combination with celecoxib (from 4049 to
25+ 11 and to 37 £ 14 pg/incubation).

We next evaluated whether celecoxib modulates the
renin—angiotensin system by testing the effects of this
compound on renin release in RMC 85/4 cells. As shown in
Fig. 3, celecoxib did not modify renin release. Conversely, a
significant reduction in renin release was observed with
albumin alone or in combination with celecoxib (Fig. 3).

To assess the effects of celecoxib on PPARYy, we
transiently co-transfected RMC 85/4 cells with PPARYy-
GALA4 and luciferase reporter constructs. Since, PPARY is
constitutively expressed in RMC 85/4 cells (data not
shown), this strategy allowed us the measurement of
PPARY activity without interference from the endogenous
receptor. As shown in Fig. 4(A), celecoxib significantly
increased, in a concentration-dependent fashion, PPARYy
activity. Celecoxib did not alter the agonistic effect of the
PPARY natural ligand, 15d-PGJ, (Fig. 4(B)). Interestingly,
a significant inhibition of PPARY activity was exerted by
albumin (Fig. 4(C)), which in addition, abolished, in a
concentration-dependent manner, the response of PPARY to
15d-PGJ, (Fig. 4(D)).

Fig. 5 shows the effects of celecoxib on «-SMA
expression in RMC 85/4 cells and their modulation by
albumin and 15d-PGlJ,. Celecoxib at concentrations of
10 uM had no effect on a-SMA protein levels (Fig. 5).
Similar findings were obtained with lower concentrations of
celecoxib (i.e. 3 uM) (data not shown). In contrast, the
expression of a-SMA was significantly decreased by

albumin, either alone or in combination with celecoxib
and 15d-PGJ, (Fig. 5). A significant inhibition of a-SMA
was observed with high (10 uM) but not low (1 puM)
concentrations of 15d-PGJ, (Fig. 5). Interestingly, celecoxib
potentiated the effect of this cyclopentenone PG, since a
significant inhibition in a-SMA was observed following the
addition of this selective COX-2 inhibitor together with
lower concentrations of 15d-PGJ, (Fig. 5).

4. Discussion

Celecoxib is a selective COX-2 inhibitor with proven
anti-inflammatory and analgesic efficacy and low gastroin-
testinal toxicity compared with conventional NSAIDs [1,2].
The pharmacological properties of celecoxib are based on
its ability to inhibit COX-2, but the complete mechanism of
action is poorly understood. The results of the current study
indicate that, in addition to its primary inhibitory action on
COX-2 and PG formation, celecoxib also modulates the
biosynthesis of vasoconstrictor eicosanoids and is able to
bind and activate PPARY.

Our results demonstrate that RMC 85/4 cells mainly
convert arachidonic acid into COX-derived products

0.35 - Renin release

0.30 +
——

0.25 *

* ¥k

ng/incubation

0.20

0.15

Celecoxib - + - +
Albumin - - + +

Fig. 3. Effects of the selective COX-2 inhibitor, celecoxib, on renin
release by rat RMC 85/4 cells. Cells were exposed to vehicle or
celecoxib (3 uM) for 16 h at 37 °C in the absence or presence of albumin
(10 mg/ml) and renin concentrations in cell supernatants determined
by EIA. Results represent the mean+SEM of three different
experiments with duplicate measurements. *P <0.025 and **P <(.01
versus vehicle.
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Fig. 4. Effects of the selective COX-2 inhibitor, celecoxib, on PPARY in
RMC 85/4 cells. Cells were co-transfected with PPARy-GAL4,
luciferase and pCMV-BGal plasmids and treated for 18 h with
increasing concentrations of celecoxib (3 and 10 pM) (A), albumin (1
and 10 mg/ml) (C) and combinations of 15d-PGJ, (1 pM) with
celecoxib (3 and 10 pM) (B) or albumin (1 and 10 mg/ml) (D).
Luciferase values were normalized to the level of B-galactosidase
activity and results plotted as fold activation relative to untreated cells
(vehicle, V) arbitrarily set to a value of 1. Results are the mean +SEM
of five different experiments. *P <0.025, **P <0.01 and ***P <0.005
versus vehicle. *P <0.01 and "P <0.025 versus 15d-PGJ,.

and 12-HETE. Although, we were not able to detect 5-LO
expression in RMC 85/4 cells (data not shown), minor
quantities of Cys-LTs and LTB, were found in their
supernatants. These findings are consistent with previous
studies implying the presence of 5-LO activity in rat
glomeruli [33]. It must be taken into consideration that our
results reflect eicosanoid formation by non-dividing cells
since cells were grown in serum-deprived medium for 24 h.
On the other hand, RMC 85/4 cells also generated detectable
amounts of the free radical-catalyzed product of arachidonic
acid, 8-epi-PGF,, (8-isoprostane). Isoprostanes are PG
isomers that, unlike the enzymatic products of COX, are
initially formed in situ in the phospholipid domain by free
radical-mediated peroxidation [34]. Indeed, isoprostanes are
reliable and specific markers of non-enzymatic lipid
peroxidation [34]. Since, COX-2 by itself has been
postulated as a source not only of 8-isoprostanes but
also of oxygen radicals [35,36], the inhibitory actions of
celecoxib on these eicosanoids could reflect either a
direct inhibition of COX-2-dependent 8-isoprostane bio-
synthesis or a reduction in oxidative stress levels or both
mechanisms.

A major finding of the current study was that albumin
modulated eicosanoid biosynthesis, celecoxib actions and
renin release in RMC 85/4 cells. In fact, in these cells,
albumin significantly inhibited PGE, levels and markedly
increased 12-HETE and Cys-LT formation. These changes
are consistent with earlier observations demonstrating that
albumin diverts free arachidonate to lipoxygenation [24]. In
our study, albumin also influenced celecoxib actions.
Albumin is the most abundant protein in plasma and is
extremely important from a biopharmacological point of
view because it is the major transporter of non-esterified
fatty acids as well as of different drugs and metabolites.
There is a growing body of evidence that albumin binds
NSAIDs and influences their pharmacokinetic properties
[37]. Moreover, celecoxib is extensively protein bound,
primarily to albumin [38]. Therefore, although our incu-
bations were carried out in serum-deprived medium and
cells were exposed to celecoxib for 20 min before the
addition of albumin, we cannot rule out the possibility that
the observed effects are secondary to binding of celecoxib to
albumin. These findings together with the observation that
albumin reduced renin release in RMC 85/4 cells, support
the notion that albumin displays remarkable biological
properties.

A finding of interest is that celecoxib activated PPARY in
RMC 85/4 cells. Moreover, celecoxib did not alter the
stimulatory actions of 15d-PGJ,, a cyclopentenone PG
resulting from the dehydration of PGD, and a natural ligand
and potent activator of PPARy [32]. Interestingly, the
metabolism of PGD, to form 15d-PGJ, is catalyzed in vitro
by albumin [39]. In our cell-based reporter assay, albumin
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Fig. 5. Effects of the selective COX-2 inhibitor, celecoxib, on «-SMA
protein expression in rat RMC 85/4 cells. Cells were exposed to vehicle,
15d-PGJ, (1 and 10 pM), celecoxib (10 pM), albumin (10 mg/ml) and
combinations of 15d-PGJ, (1 pM) with either celecoxib (10 uM) or
albumin (10 mg/ml) for 18 h at 37 °C. Expression of o-SMA was
analyzed by Western blot and band intensities determined by scanning
densitometry. This figure shows a representative blot and the mean +
SEM of four different experiments. *P <0.05, **P <0.020 and ***P <
0.01 versus vehicle.
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significantly inhibited the induction of PPARy by 15d-
PGl,, an effect previously reported by Person et al. [40]. Our
results differ from those previously reported by Yamazaki
et al. [8] and Kusunoki et al. [41] who failed to demonstrate
transcriptional activation of PPARYy in the luciferase
reporter gene assay in response to celecoxib and NS-398.
Whether differences in cell type and/or methodology may
explain these controversial findings remain, at present,
unknown. Taken together, the finding that celecoxib binds
and activates PPARY is of importance for the understanding
of the molecular mechanisms of celecoxib. Thus, similar to
conventional NSAIDs, which also bind PPARYy [15-17], the
pharmacological properties of celecoxib are mediated, at
least in part, by activation of this nuclear receptor.

Our data are of clinical interest and may be relevant
for disease states with altered effective blood volume. In
this regard, our investigation is particularly pertinent to
the pathogenesis of renal complications in patients with
decompensated liver cirrhosis in which the renal effects
of selective COX-2 inhibitors are still a matter of
discussion. For instance, it is well established that renal
function in cirrhosis depends upon a critical equilibrium
between the activity of endogenous vasoconstrictor
systems and the renal production of vasodilator PGs.
Given that celecoxib, in addition to inhibiting PGs also
reduces the formation of 8-isoprostanes, TXB, and
12-HETE, which are potent renal vasoconstrictors
[14,42-44], this selective COX-2 inhibitor is expected,
in theory, to produce less renal side effects than
conventional NSAIDs. In fact, a recent double-blind,
randomized, placebo-controlled study in patients with
cirrthosis and ascites has shown that celecoxib does not
impair renal function to a similar extent than the NSAID,
naproxen [45]. On the other hand, the modulation of a-
SMA expression by celecoxib and albumin extends our
results to clinical scenarios other than cirrhosis and
ascites, in which impairment of renal function is largely
determined by overexpression of this phenotypic marker
of mesangial cell activation [12,18]. Overall, the in vitro
results reported herein provide evidence for novel
mechanisms of action underlying the biological effects
of celecoxib and albumin in renal cells and provide
support for additional evaluation of these compounds
in vivo.
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3. Anexo al articulo 2.

3.1. En condiciones basales, las RMC 85/4 expresan el RNAm del PPARo., PPARB v

PPARy.

Antes de evaluar el efecto de celecoxib sobre la via de los PPARs, quisimos inves-
tigar si las RMC 85/4 expresaban el RNAm del PPARa, PPARP y PPARY. Tras ex-
traer el RNA total de un cultivo de estas células incubado en medio sin suero, reali-
zamos la RT-PCR de las muestras con primers especificos para cada uno de los genes,
revelando que las RMC 85/4 expresaban de forma constitutiva las tres isoformas de
los PPARs. En la figura 3.1 se muestran los resultados de las PCRs realizadas. Como
controles positivos se utilizaron las lineas celulares CC-1 (hepatocitos de rata) para

PPARa y PPARP y CRL-2192 (macrofagos alveolares de rata) para el PPARy.

m ¢+ RMC
PPARc, | s s 495 bp

PPAR . — Sy
PRy [ 438 bo

Figura 3.1. Expresion del RNAm de los PPARa, B y yen la linea celular RMC
85/4. Imagen representativa de las PCRs de las tres isoformas en RMC 85/4. Los pro-
ductos de PCR se comprobaron en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. m,
marcador de peso molecular; c+, control positivo; RMC, linea RMC 85/4; bp, base
pairs.

4 )

3.2. Las células RMC 85/4 en condiciones basales producen cantidades significativas de

15d-PGlJ>.

Tras incubar las células en medio sin suero, se proceso el sobrenadante para ser en-
sayado en un analisis de ELISA especifico para 15d-PGJ, Asi pudimos determinar
que esta linea celular era capaz de producir y liberar al medio, cantidades significati-
vas de 15d-PGJ, (ver figura 3.2). Ademas, y tal y como se muestra en la figura 3.2,
tanto la inhibicion selectiva de la COX-2 mediante celecoxib, como la de COX-1 me-
diante SC-560, redujo de forma significativa la biosintesis de 15d-PGJ, mediada por
la linea RMC 85/4.
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Figura 3.2. Niveles de 15d-PGJ, sintetizados por las RMC 85/4. La produccion de
15d-PGJ, se determind en los sobrenadantes de las RMC 85/4 incubadas en medio sin
suero durante 24 horas, en ausencia o presencia de celecoxib (3 uM) o SC-560 (3 pM).
Los resultados se expresan como media + media error estandar de 2 experimentos dife-
rentes.

3.3. El inhibidor selectivo de la COX-1, SC-560, inhibe de forma significativa la activa-

80

cién transcripcional del PPARY.

Los experimentos de transactivacion realizados con celecoxib, también se llevaron
a cabo con SC-560 (3 uM). Estos ensayos permitieron ver que dicho compuesto ejer-
cia el efecto contrario que celecoxib, es decir, inhibia la actividad transcripcional del

PPARYy.
1.5-
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P<0.025
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Figura 3.3. Efecto del inhibidor selectivo de la COX-1, SC-560 sobre la activacion
del PPARY. Las células co-transfectadas con los plasmidos PPARy-Gal4, luciferasa y
[-galactosidasa, se incubaron durante 18 horas con SC-560 (3 uM). Los valores de la
luciferasa se normalizaron con respecto a los de la actividad B-galactosidasa y se repre-
sentd como numero de veces que se activan con respecto a las muestras sin tratar (ve-
hiculo) que arbitrariamente se fijo en el valor de 1. Los resultados corresponden a la
media + media error estandar de 4 experimentos diferentes.
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3.4. Inmunocitoquimica de la a-SMA en la linea celular RMC 85/4.

En el articulo 2 de esta tesis se demostraba mediante la técnica de Western Blot,
que las RMC 85/4 expresaban en condiciones basales la proteina de la a-SMA. No
obstante, a posteriori, se llevo a cabo la inmunocitoquimica de esta proteina en RMC
85/4 en cultivo, utilizando el mismo anticuerpo que se usé para el Western y un anti-
cuerpo secundario marcado con Cy3. Como puede apreciarse en la figura, esta linea

celular presenta una estructura perfectamente organizada de sus fibras de a-SMA.

Figura 3.4. Inmunocitoquimica de la a-SMA en RMC 85/4. Las células (10.000 céls
/pocillo) fueron cultivadas en medio completo en portas de 8 pocillos. Posteriormente
se procedid con la inmunocitoquimica, utilizando una dilucion 1/500 del anticuerpo an-
ti a-SMA y una 1/500 del anticuerpo secundario (goat antimouse marcado con Cy3).
Tras las incubaciones, los portas fueron analizados mediante microscopia de fluores-
cencia.
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La importancia de las PGs renales en la cirrosis se establecid ya hace veinte afios,
gracias a numerosos trabajos en los que se observo que la sintesis renal de PGs en pacien-
tes con cirrosis y ascitis se encontraba significativamente incrementada, comparada con la
de pacientes con cirrosis compensada (sin ascitis) y sujetos normales (Arroyo et al., 1983;
Arroyo et al., 1986; Dunn, 1984; Planas et al., 1983). Se establecid entonces que en la ci-
rrosis compensada este aumento se producia como respuesta homeostatica para antagonizar
la actividad exacerbada de los sistemas vasoconstrictores enddgenos (SRAA, SNS y
ADH). Esta explicacion deriva de dos evidencias: en primer lugar, se habia observado que
en pacientes con cirrosis y ascitis, la inhibicién aguda de PGs con AINEs (indometacina,
ibuprofeno, naproxeno, sulindaco o aspirina), se asociaba a un descenso significativo en el
volumen urinario, excrecion urinaria de sodio, tasa de FG y el FPR (Arroyo ef al., 1983;
Boyer et al., 1979; Dunn, 1984; Mirouze et al., 1983; Zipser et al., 1979). Ademas, se ob-
servd que los pacientes con elevada actividad de renina plasmatica y niveles aumentados
de norepinefrina, eran particularmente sensibles a estos efectos adversos, y que en cambio,
en los pacientes con cirrosis compensada (los cuales no mostraban actividad aumentada del
SRAA ni del SNS) los AINEs no perjudicaban la funcién renal. En segundo lugar, la in-
hibicion aguda de PGs con aspirina en pacientes con cirrosis, ascitis y niveles plasmaticos
elevados de ADH se asociaba con una reduccion significativa en la capacidad renal de ex-
cretar agua libre (Pérez Ayuso et al., 1984). Ademas, las PGs son también importantes en
la respuesta renal a los diuréticos, ya que la administracion de aspirina, naproxeno, indo-
metacina y sulindaco suprime el efecto hemodindmico renal y reduce la eficacia natriuréti-

ca de la furosemida en pacientes con ascitis (Planas ef al., 1983).

Aunque el papel de las PGs en el mantenimiento de la funcion renal en la cirrosis
estaba bien establecido, en el momento en que se realizé este proyecto de tesis doctoral se
desconocia cudl era la isoforma de la COX responsable de la sintesis de PGs involucradas
en la homeostasis renal en esta enfermedad. Se sabia que en condiciones normales, tanto
COX-1 como COX-2 se expresaban constitutivamente en el rifién (Bosch-Marcé et al.,
1999; Harris et al., 1994; Jensen y Kurtz, 1997; Khan et al., 1998; O'Neill y Ford-
Hutchinson, 1993; Vio et al., 1997). En concreto, en ratas normales, la COX-1 se expresa
principalmente en células del tubulo colector y de la vasculatura renal, y en un reducido
numero de células papilares intersticiales, mientras que la expresion de la COX-2 es con-

sistentemente focal y limitada a la macula densa del aparato yuxtaglomerular, células epi-
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teliales de la rama gruesa ascendente del asa de Henle y células papilares intersticiales
(Harris et al., 1994; Jensen y Kurtz, 1997; Khan et al., 1998; Vio et al., 1997). En el primer
trabajo de esta tesis doctoral se demuestra que COX-1 y COX-2 se encuentran también
presentes en los rifiones de ratas con cirrosis y ascitis. Ademads, mientras que la expresion
de COX-1 no cambia, la de COX-2 se encuentra aumentada en los rifiones de ratas cirroti-
cas. Estos resultados son consistentes con el hecho de que la COX-2, pero no la COX-1, se
regula de forma especifica en cada tipo celular en situaciones en las que existe alteracion
en el volumen plasmatico normal. De hecho, se ha reportado un aumento en la expresion
de COX-2 en la zona de la mécula densa y perimacula densa de ratas y perros con deple-
cion cronica de sal, y en la médula renal de ratas alimentadas con dietas con alto contenido
en sal (Harris et al., 1994; Jensen y Kurtz, 1997; Khan et al., 1998; Yang et al., 1998).
Ademas, se ha detectado una expresion aumentada de COX-2 en la médula renal de ratas a
las que se les ha deprivado de agua (Yang et al., 1999). En conjunto, estos resultados su-
gieren que la sobreexpresion renal de COX-2 que se produce en la cirrosis posiblemente es
consecuencia de los cambios de volumen que ocurren en la enfermedad hepética, aunque el

mecanismo exacto por el cudl se produce se desconoce hasta el momento.

A pesar de que las ratas cirroticas mostraron inmunoreactividad aumentada para la
proteina COX-2 en el 4rea renal, parece ser que en estos animales la funcidn renal depen-
dia principalmente de las PGs derivadas de la COX-1. De hecho, en el Estudio 1 del primer
articulo de esta tesis doctoral, tras la administracion de un inhibidor selectivo de la COX-1
(SC-560) a ratas cirrdticas inducidas por CClys se observo una inhibicidn significativa de la
sintesis renal de PGE, concomitante con un marcado empeoramiento en la hemodindmica
renal y el mantenimiento del sodio renal. En cambio, el inhibidor selectivo COX-2 (cele-
coxib), a pesar de reducir la excrecion urinaria de PGE, a niveles equivalentes a los de SC-
560, no comprometio la funcién renal en ratas cirrdticas. McAdam y colaboradores
(McAdam ef al., 1999) también encontraron resultados similares en sujetos sanos tratados
con celecoxib y aquellos que recibieron ibuprofeno. En conjunto, todos estos hallazgos,
sugieren que las PGs de la orina son producidas tanto por COX-1 como por COX-2, pero
que sélo aquellas derivadas de COX-1 estan involucradas en el mantenimiento de la fun-
cion renal en la cirrosis. El significado fisiologico de las PGs derivadas de la COX-2, en
cambio, no fue evaluado en este estudio, ni en situacidn patoldgica ni en condiciones nor-

males.
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Las PGs también estan involucradas claramente en la respuesta natriurética renal a
los diuréticos del asa (Katayama et al., 1984). Los diuréticos del asa, como la furosemida,
son los diuréticos mas potentes de que se dispone en la actualidad. Estas drogas inhiben la
reabsorcidn de sodio en la rama ascendente del asa de Henle, actuando sobre un sistema de
cotransporte especifico, el Na'-2CI-K" carrier (Puschett, 1981). Los diuréticos del asa
también aumentan la tasa de FG y el FPR y la produccion renal de PGE,, mientras que los
AINEs pueden modular el efecto vasodilatador renal y la eficiencia natriurética de estas
drogas (Katayama et al., 1984). Los resultados obtenidos en el Estudio 2 del primer trabajo
que constituye esta tesis, demuestran que la respuesta a la furosemida en las ratas cirréticas
depende principalmente de las PGs derivadas de la COX-1, y que la inhibicion selectiva de
la COX-2 preserva el transporte salino renal inducido por la furosemida en la cirrosis. Me-
rece la pena destacar que en las ratas cirrdticas los efectos de la inhibicion selectiva de la
COX-1 con SC-560 sobre el efecto diurético y natriurético inducido por furosemida fueron
dosis dependiente. No obstante, y al contrario de lo reportado con anterioridad por Kata-
yama y colaboradores (Katayama et al., 1984), que observaron que la indometacina podia
aumentar o inhibir el efecto natriurético de la furosemida dependiendo de la dosis utilizada,
nosotros observamos que a dosis bajas (10 mg/kg), SC-560 no indujo cambios, mientras
que a dosis mas altas (20 y 30 mg/kg) inhibia de forma significativa la respuesta a la furo-

semida.

Las PGs también estan involucradas en el transporte renal de agua, modulando las
acciones tubulares de la ADH (Mattix, 2000). En concreto, la PGE, inhibe el efecto
hidrosmético de la ADH, mientras que la inhibicién de PGs con AINEs aumenta el efecto
tubular de esta hormona (Hebert, 1990; Mattix, 2000). En nuestro estudio, ni SC-560 ni
celecoxib modificaron el metabolismo renal del agua en ratas con cirrosis y ascitis. Estos
resultados contrastan con los obtenidos previamente con ketorolaco, en los que se aprecia-
ba que la administracion de este compuesto provocaba un empeoramiento significativo de
la capacidad de excretar agua libre en ratas cirrdticas (Bosch-Marcé ef al., 1999). Dado que
ketorolaco es un inhibidor COX-1/COX-2, estos hallazgos sugieren que la homeostasis
renal del agua en la cirrosis es dependiente de las PGs derivadas de ambas isoformas. De
esta manera, en los rifiones de ratas cirrdticas parece existir un mecanismo compensatorio
que permite que, cuando s6lo una isoforma esta inhibida, el metabolismo del agua pueda

ser mantenido por las PGs producidas por la otra isoforma.
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Diferentes estudios clinicos controlados demostraron que los inhibidores selectivos
de la COX-2 tenian la misma eficacia terapéutica, pero con una incidencia menor de ulce-
ras gastrointestinales y erosiones, que los AINEs convencionales (Bombardier et al., 2000;
Emery et al., 1999). En ensayos clinicos aleatorios controlados también se evaluaron los
efectos sobre las PGs renales, funcion renal e incidencia de efectos renales adversos de los
dos inhibidores selectivos de la COX-2 comercializados en el momento en el que se realizo
este primer trabajo, celecoxib y rofecoxib. Mientras que en sujetos de edad avanzada, tras
dos semanas de tratamiento, rofecoxib no produjo ninguna alteracion en la tasa de FG, si
provoco una reduccidn en la excrecidon urinaria de sodio, similar a la producida por indo-
metacina durante los primeros tres dias de terapia (Catella-Lawson et al., 1999). En cam-
bio, en pacientes de edad avanzada con deterioro leve renal estabilizado con una dieta baja
en sodio, rofecoxib produjo un descenso en la tasa de FG de una magnitud similar a la ob-
servada en sujetos tratados con indometacina, sin verse afectada la excrecion urinaria de
sodio (Swan et al., 2000). En pacientes ancianos, también celecoxib, al igual que rofe-
coxib, no llegd a disminuir la tasa de FG, pero produjo reducciones transitorias en la ex-
crecidn urinaria de sodio similares a las producidas con naproxeno (Whelton et al., 2000).
En un ensayo clinico con sujetos deplecionados de sal, celecoxib no sélo produjo retencion
de sodio sino que provoco un descenso en la tasa de FG dosis dependiente (Rossat et al.,
1999). Como puede deducirse de todos estos hallazgos, hasta el momento en que se
desarroll6 el presente trabajo permanecian sin caracterizarse correctamente los efectos re-
nales adversos de los inhibidores selectivos de la COX-2. Dado que la correcta caracteriza-
cion de estos efectos renales de los coxibs es particularmente relevante en circunstancias
mas susceptibles a desarrollarse fallo renal inducido por AINEs (como en la enfermedad
hepatica avanzada, fallo cardiaco congestivo y sindrome nefrotico), los resultados de este
primer trabajo, en un modelo de cirrosis experimental, sentaban las bases para futuros es-
tudios en humanos, en los que se investigara si los inhibidores selectivos de la COX-2 po-
dian considerarse como la estrategia antiinflamatoria de eleccion en pacientes con enfer-

medad hepatica cronica.
De hecho, nuestro grupo ha publicado el pasado afio un estudio en el que se demos-

traba que la administracion a corto plazo de celecoxib, al contrario que naproxeno, no em-

peoraba la funcion renal ni plaquetar, ni tampoco la respuesta a diuréticos en la cirrosis
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descompensada (Claria et al., 2005). No obstante, en este trabajo se comenta la necesidad

de determinar la seguridad de esta droga en tratamientos a largo plazo en la cirrosis.

Es bien sabido que las propiedades farmacologicas de los inhibidores selectivos de
la COX-2, y en particular de celecoxib, se basan en su capacidad de inhibir la sintesis de
PGs derivadas de esta isoforma, pero, a raiz de diversos trabajos, se han puesto de mani-
fiesto otras acciones adicionales. De hecho, en trabajos recientes se ha demostrado que
estos compuestos regulan la union de factores de transcripcion, como por ejemplo NF-kB y
AP-1 (Niederberger et al., 2001), inhiben la fosforilacion de la proteina kinasa B/Akt (Hsu
et al., 2000; Yamazaki et al., 2002b), bloquean la actividad y la translocacion nuclear de
ERK2 (Jones et al., 1999) e inducen apoptosis activando una nueva ruta mitocondrial
(Jendrossek et al., 2003). Ademas, nuestro grupo recientemente ha demostrado que los
inhibidores selectivos de la COX-2 son capaces de modular genes inflamatorios como el
CINC-1 (cytokine-induced neutrophil chemoattractant-1), un miembro de la familia de la
IL-8 (Planaguma et al., 2002). Todos estos resultados ponen de manifiesto que todavia
queda mucho por conocer del amplio espectro de propiedades de estos compuestos. En
consecuencia, nos planteamos realizar un segundo estudio para determinar cuales eran los
mecanismos moleculares de celecoxib a nivel renal, desarrollando un proyecto in vitro en
la linea de células mesangiales RMC 85/4, donada por el Dr. Michael Martin de la Univer-
sidad de Hannover. Las células mesangiales constituyen un modelo celular muy util para
explorar las acciones renales de celecoxib, ya que estos miofibroblastos son esenciales en
el mantenimiento de la estructura y de la funcion glomerular e inmunologica del rifidn,
ademas de constituir la principal célula renal productora de mediadores vasoactivos y
proinflamatorios, como los eicosanoides (Tisher y Madsen, 1991). A parte de estudiar los
mecanismos moleculares de celecoxib, también quisimos explorar los efectos de la albu-
mina, componente proteico mayoritario en la sangre, con efectos biolégicos muy importan-
tes (Peters, Jr., 1985). La albumina, entre otras funciones, actiia como proteina estabiliza-
dora genérica, contribuyendo de forma principal en el mantenimiento de la presion osmati-
cay del pH sanguineo, y protege a las células frente a posibles dafios de diferente naturale-
za (Fitzpatrick y Waynalda, 1981; Guyton y Hall, 1997; Zoellner ef al., 1996). Ademas, se
ha visto que la albumina es capaz de unirse a diferentes acidos grasos y también a AINEs,
y se ha caracterizado su papel como elemento importante en la formacion de eicosanoides
en plaquetas y leucocitos (Benz et al., 1997; Broekman et al., 1989; Dadaian et al., 1996;
Dadaian y Westlund, 1999; Ek ef al., 1997). Seglin estas observaciones, y considerando
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que los pacientes cirrdticos podian requerir terapia antiinflamatoria mientras recibian al-
bumina (la cual se utiliza en la clinica como expansor plasmatico para prevenir la disfun-
cion circulatoria postparacentesis y para reducir la incidencia de fallo renal (Gines et al.,
1996; Sort et al., 1999)), nos planteamos si las acciones moleculares de celecoxib podian

estar influenciadas por esta proteina.

Nuestros resultados demostraron que las células RMC 85/4 principalmente trans-
forman el AA en metabolitos de la COX y 12-HETE. Aunque, por RT-PCR no fuimos
capaces de detectar expresion de 5-LO en esta linea celular, en sus sobrenadantes encon-
tramos cantidades muy pequefias de cisteinil-LTs y LTB4. Estos hallazgos concuerdan con
estudios previos en los que se describe actividad 5-LO en el glomérulo de rata (Ardaillou
et al., 1986). Debe tenerse en cuenta que nuestros resultados reflejan la formacién de eico-
sanoides por células que no se dividen, ya que estan creciendo en medio sin suero durante
24 horas. Por otro lado, también observamos que las células RMC 85/4 producen cantida-
des detectables del metabolito del AA, el 8-epi-PGF,, (8-isoprostano). Los isoprostanos
son isomeros de las PGs que, al contrario de los productos enzimaticos de la COX, se for-
man in situ en el mismo dominio fosfolipidico por peroxidacion mediada por radicales
libres. De hecho, los isoprostanos son fiables marcadores especificos de peroxidacion lipi-
dica no enzimatica (Morrow et al., 1990). Debido a que se ha postulado que la COX-2 por
si sola es una fuente, no so6lo de 8-isoprostano, sino también de radicales de oxigeno
(Chenevard et al., 2003; Pratico y FitzGerald, 1996), las acciones inhibidoras de celecoxib
sobre estos eicosanoides pueden obedecer a una inhibicion directa de la biosintesis de 8-
isoprostano dependiente de COX-2, a una reduccion en el grado de estrés oxidativo, o a

ambos mecanismos a la vez.

Uno de los principales hallazgos del segundo articulo de esta tesis doctoral fue que
la albimina modulaba la biosintesis de eicosanoides, las acciones de celecoxib y la libera-
cion de renina por las células RMC 85/4. De hecho, en estas c€lulas la albumina inhibi6 de
forma significativa los niveles de PGE, e incrementé marcadamente la formacion de 12-
HETE y de cisteinil-LTs. Estos cambios son consistentes con observaciones previas, en las
que se demostraba que la albumina dirigia al AA hacia la lipooxigenacién (Broekman et
al., 1989). En nuestro estudio la albiimina también influye sobre las acciones de celecoxib.
La albimina es la proteina plasmatica mas abundante y, desde un punto de vista farmaco-

logico, es importante destacar que se trata del principal transportador de acidos grasos no
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esterificados, asi como de diferentes drogas y metabolitos. Existen numerosas evidencias
de que la albiimina es capaz de unir AINEs e influir en sus propiedades farmacocinéticas
(Colmenarejo ef al., 2001). Ademas, se sabe que celecoxib tiene la capacidad de unirse con
facilidad a diferentes proteinas y principalmente a la albimina (Davies et al., 2000). Por
tanto, aunque las incubaciones de dicho estudio las realizaramos en medio sin suero, y que
las células se expusieran a celecoxib 20 minutos antes de afiadir la albumina, no podemos
descartar la posibilidad de que los efectos observados sean secundarios a la unioén de cele-
coxib a la albumina. Estos hallazgos, junto con las observaciones de que la albimina redu-
ce la liberacion de renina por las células RMC 85/4, refuerzan la nocion de que la albimina

esta provista de importantes propiedades bioldgicas.

Un hallazgo de interés fue el obtenido a partir de los ensayos de transactivacion
realizados en estas células, en el que se pudo demostrar que celecoxib activaba el PPARY.
Ademas, celecoxib no altero las acciones estimuladoras de la 15d-PGJ,, la PG que resulta
de la deshidratacion de la PGD;, que gracias a su anillo ciclopentenona actia como ligando
natural y potente activador del PPARy (Forman et al., 1995). Ademas, por el interés en
nuestro estudio, merece la pena destacar que es bien conocido que el metabolismo de la
PGD; para formar la 15d-PGJ; es catalizado in vitro por la albumina (Fitzpatrick y Wynal-
da, 1983). En nuestro reporter assay diseiiado en estas células la albiumina inhibia de for-
ma significativa la induccion del PPARy mediada por 15d-PGJ,, un efecto ya reportado
anteriormente por el grupo de EC Person (Person ez al., 2001). No obstante, nuestros resul-
tados difieren de aquellos reportados anteriormente por los grupos de Yamazaki y Kusuno-
ki (Yamazaki et al., 2002a, Kusunoki et al., 2002), en los que no se producia activacion
transcripcional del PPARY en los luciferase reporter gene assay en respuesta a celecoxib y
NS-398. Se desconoce todavia si esta controversia se debe a diferencias en los tipos celula-

res o en la metodologia utilizada.

Tal y como se muestra en el Anexo al articulo 2, las RMC 85/4 expresan de forma
constitutiva el RNAm de los PPARs a, B y y (ver apartado 3.1 de Resultados) demostrando
que, al igual que los cultivos primarios de células mesangiales, en condiciones basales, esta
linea celular establecida posee las tres isoformas de estos receptores nucleares (en ratas, -
Nicholas et al., 2001-, y en conejos, -Guan et al., 2001-). Ademads, también demostramos

que en estado basal nuestras células eran capaces de producir y liberar al medio 15d-PGJ;,
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y que tanto la inhibicion selectiva de la COX-2 mediante celecoxib como la de la COX-1
con SC-560 reducian de forma significativa la biosintesis de 15d-PGJ, mediada por las
células RMC 85/4 (ver apartado 3.2 de Resultados, Anexo al articulo 2). Sorprendente-
mente y tal y como se muestra también en el Anexo al articulo 2 (apartado 3.3 de resulta-
dos), los ensayos de transactivacion realizados con el inhibidor selectivo de la COX-1, SC-
560, demostraron que este compuesto inhibia significativamente la activacion del PPARYy,

efecto contrario al producido por celecoxib.

De forma global, el hallazgo de que celecoxib se une y activa al PPARy es muy
importante a la hora de entender los mecanismos moleculares de este inhibidor. Segtn es-
to, y de forma similar a algunos AINEs convencionales, en los que también se ha demos-
trado su uniéon al PPARy (Jaradat et al., 2001; Lehmann et al., 1997; Yamazaki et al.,
2002a), las propiedades farmacolédgicas de celecoxib estarian mediadas, al menos en parte,

por la activacidon de estos receptores nucleares.

Nuestros resultados son de interés clinico y pueden ser relevantes en enfermedades
en las que se produce alteracion en el volumen de sangre efectivo. En este sentido, nuestro
trabajo es especialmente adecuado a la patogénesis de las complicaciones renales en pa-
cientes con cirrosis hepatica descompensada, en la que los efectos renales de los inhibido-
res selectivos de la COX-2 son todavia un tema en discusion. Por ejemplo, est4 bien esta-
blecido que la funcién renal en la cirrosis depende de un equilibrio critico entre la activi-
dad de los sistemas vasoconstrictores endogenos y la produccién renal de PGs endogenas.
Dado que celecoxib, ademds de inhibir las PGs, también reduce la formacién de 8-
isoprostano, TXB, y 12-HETE, los cuales son potentes vasoconstrictores renales (Ma et
al., 1991; Morrow et al., 1993; Takahashi et al., 1992; Zipser et al., 1983), lo que en teoria
cabria esperar de este coxib es que produjera menos efectos adversos renales que los Al-
NEs convencionales. De hecho, y como ya se ha comentado anteriormente, nuestro grupo
ha publicado recientemente los resultados de un ensayo clinico aleatorio doble ciego en
pacientes con cirrosis y ascitis, en los que se demuestra que la administracion de celecoxib
no empeora la funcion renal ni la respuesta a diuréticos, comparado con el AINE naproxe-
no (Claria et al., 2005). Por otro lado, la modulacién de la expresion de la a-SMA por ce-
lecoxib y albimina amplia nuestros resultados hacia otros escenarios diferentes al de la

cirrosis y la ascitis, en los cuales el empeoramiento de la funcidn renal estd ampliamente
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determinado por una sobreexpresion de este marcador, que indica activacion de las células

mesangiales (Remuzzi y Bertani, 1998; Tisher y Madsen, 1991).

En resumen, los resultados in vitro reportados en este trabajo aportan evidencias
sobre nuevos mecanismos de accidén por los que celecoxib y albumina ejercen sus efectos
bioldgicos en células renales, y aportan informacidn para futuras evaluaciones de estos

compuestos iz vivo.
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Conclusiones

A partir de los resultados de este proyecto de investigacion se extraen las siguientes

conclusiones:

1. Tanto COX-1 como COX-2 se expresan de forma constitutiva en el rifion de ratas
controles; mientras que la expresion de COX-1 no se modifica al inducir el proceso
cirrotico, COX-2 se encuentra sobreexpresada respecto a los controles en animales
con cirrosis y ascitis.

2. COX-1 se inmunolocaliza en los tibulos colectores, vasculatura renal, y células
papilares intersticiales, siendo su expresion particularmente intensa en los tibulos
colectores papilares, y de baja a moderada en los tubulos colectores corticales.
COX-2 sin embargo, se localiza en la macula densa y en los tubulos colectores de la
médula externa.

3. La administracion de SC-560 y celecoxib a los animales cirroticos se asocia con un
descenso en la UpgraV del 48 y el 47%, respectivamente.

4. La administracion i.v. del inhibidor selectivo de la COX-1, SC-560, a ratas con
cirrosis y ascitis, produce un descenso significativo, rapido y progresivo, en V,
UnaV, tasa de FG y FPR.

5. Por el contrario, y aunque a los 60 minutos tras la administracion se produce un
descenso significativo en el V que es rdpidamente reestablecido a los 80 minutos,
equiparandose con los valores del grupo placebo, los efectos renales asociados a la
administracién i.v. de celecoxib son similares a los producidos por placebo.

6. Celecoxib, a diferencia de SC-560, no afecta a la eficacia diurética y natriurética de
la furosemida en estos animales. SC-560 en cambio, produce un descenso dosis
dependiente de la respuesta a la furosemida, siendo significativo a dosis de 20 y 30
mg/kg.

7. Ni celecoxib, ni SC-560, ni placebo, modifican la capacidad renal de excretar agua
libre en ratas cirrdticas con ascitis.

8. La linea RMC 85/4 conserva el fenotipo mesangial (positivas para desmina y
vimentina, y negativas para citokeratina y factor VIII).

9. En estado basal, las células RMC 85/4 expresan el RNAm de COX-1, COX-2,
12/15-LO, PPARa, PPARP y PPARY, y liberan al medio PGE,, TXB,, 12-HETE,
8-epi-PGF,,, cisteinil-LTs, LTB4, y 15d-PGJ,.
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10

1.

12.

13.

14.

. La incubaciéon de las RMC 85/4 con celecoxib (3 puM, durante 16h) reduce la

produccion de PGE; y 8-epi-PGF; de estas células, sin afectar a la sintesis de otros
eicosanoides.

La albimina, por si sola, reduce significativamente la producciéon de PGE,, y
aumenta la de 12-HETE y cisteinil-LTs en las RMC 85/4. Al incubar las RMC 85/4
con celecoxib en presencia de albimina se reduce significativamente la produccion
de PGE; y TXB,, y también desminuye el aumento de 12-HETE inducido por la
albumina.

La albimina, por si sola o en combinacién con celecoxib, reduce de forma
significativa la liberacion de renina por las RMC 85/4.

Celecoxib incrementa significativamente y de forma dosis-dependiente la actividad
del PPARY, y ademés no modifica el efecto agonista de la 15d-PGJ,. SC-560, en
cambio, inhibe la actividad transcripcional del PPARY, al igual que la albimina, que
ademas, anula el efecto activador de la 15d-PGlJ; sobre este receptor nuclear.

Tanto celecoxib como albimina potencian el efecto inhibidor de la 15d-PGJ, sobre

la expresion de a-SMA en las células RMC 85/4.

De manera global, de los resultados de esta tesis doctoral se puede
concluir que, en la cirrosis experimental, y en concreto en la cirrosis con ascitis, el
mantenimiento de la funcion renal es dependiente de las PGs derivadas de la
COX-1, y que el uso de celecoxib, un inhibidor selectivo de la COX-2, en estos
animales, no compromete de forma significativa su funcion renal. Asimismo, se
demuestran nuevos mecanismos de accidn de celecoxib, aparte de la inhibicién de
la COX-2, que sugieren que este compuesto puede inducir menores efectos
renales adversos que los AINEs convencionales, en patologias como la cirrosis
descompensada, en las que las PGs renales son de una importancia critica en el
mantenimiento de la funcidn renal dentro de los limites normales.
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ANEXO 1: Material y Métodos

En esta seccidn se explicaran solo aquellas técnicas y protocolos utilizados, que no

quedan bien detallados en los articulos que constituyen esta tesis doctoral.

Todos los estudios realizados en animales se llevaron a cabo de acuerdo con los
criterios del Comité de Etica e Investigacion del Hospital Clinic y de las leyes de la Comu-

nidad Europea respecto al uso de animales de experimentacion.

1.- Modelo de induccion a cirrosis:

La cirrosis se indujo en ratas Wistar macho (Charles-River, Saint Aubin les Elseuf,
Francia) que inicialmente pesaban 160-180 g, siguiendo el método de inhalacién de CCly
en una camara estanca, descrito por Claria y Jiménez (Claria y Jiménez, 1999). Los anima-
les se mantuvieron en el animalario de la Universidad de Barcelona y fueron alimentados
ad libitum con pienso estdndar y agua destilada. Con el propdsito de acortar el tiempo re-
querido para el desarrollo de cirrosis, durante todo el protocolo de induccidn, y empezando
ya una semana antes del inicio del tratamiento con CCly, se les administrd fenobarbital (0.3
g/1) en el agua de bebida. Este compuesto actua como inductor de la actividad del citocro-
mo P450 microsomal, potenciando la hepatotoxicidad del CCls. En cada sesion de inhala-
cion se incluyeron dentro de la cdmara estanca (de 70x25x20 cm) entre cinco y siete ani-
males, que recibieron el CCly burbujeado con un flujo constante de 1 I/min. Segun este
protocolo, los animales se exponen al hepatotdxico dos veces en semana (normalmente
lunes y viernes), empezando con 0.5 min de burbujeo de CCly, seguido de 0.5 min dentro
de la camara cerrada pero sin burbujeo. A la cuarta sesion se aumenta la dosis a 1 min de
burbujeo y 1 min sin burbujeo. Después de esto, cada tres sesiones se va aumentando la
dosis en un 1 min hasta que se alcanzan los 5 min de burbujeo y 5 min sin burbujeo, man-
teniéndose esta dosis hasta el momento del estudio de los animales. Debido a que el CCly
tiene propiedades anestésicas, durante el proceso de inhalaciéon deben controlarse a los
animales para evitar que se colapsen. Por ello, es aconsejable que la cdmara estanca esté

construida con un material transparente como vidrio o metacrilato.
Seglin este protocolo, a la 6* semana del proceso de induccidon pueden desarrollarse

fibrosis y cirrosis, manteniéndose estas lesiones de forma constante aun en la 10* semana

del protocolo. La ascitis normalmente se desarrolla después de la semana 10, aunque en
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estados muy iniciales (en el 1¥ y 2° dia de inhalacion) pueden irse produciendo episodios

transitorios de ascitis que desaparecen espontaneamente.

Todos los estudios in vivo que constituyen el primer trabajo de esta tesis, se lleva-
ron a cabo en ratas con ascitis bien establecida, que se encontraban en la semana 12-14 del

protocolo de induccion.

Tanto para las técnicas invasivas como para la obtencidn de las correspondientes
muestras bioldgicas que se detallan a continuacion, los animales fueron anestesiados me-

diante inyeccion i.m. de ketamina (50mg/kg).

2.- Determinaciones de parametros bioquimicos:

Los animales utilizados en los estudios 1 y 2 del primer trabajo que constituye esta
tesis se prepararon de la misma forma: una vez anestesiado el animal, para la recogida de
muestras de sangre y las determinaciones hemodindmicas, se le colocd un catéter PVC-50
en la arteria femoral izquierda conectado a un transductor altamente sensible y a un regis-
trador multicanal (MX4P y MT4, Lectromed Ltd, Jersey, Channel Islands, Reino Unido)
para el registro de la presion arterial media (MAP) y el gasto cardiaco (HR). Para la infu-
sién de las diferentes sustancias utilizadas en los estudios (‘*’I-Iotalamato, paraaminohipu-
rato, furosemida e inhibidores de las ciclooxigenasas), se colocd un catéter PVC-100 de
doble luz en la vena yugular derecha. Mediante un catéter PVC-50 colocado en la vejiga se
procedid a la recogida de muestras de orina utilizadas en las determinaciones de volumen
urinario, excrecion urinaria de sodio y potasio, tasa de FG, FRP y excrecidn urinaria de
PGE,. La determinacidn de los diferentes parametros bioquimicos se explica detalladamen-

te en la seccidn Methods del primer articulo de esta tesis doctoral.

3.- Obtencion de muestras bioldgicas:

3.1- Obtencion de muestras de tejido renal de rata.

Con el animal anestesiado se procedid a la extraccion de ambos rifiones a través de
una incision abdominal. En una placa de petri estéril, se diseccionaron los rifiones rapida-
mente con un bisturi y se fraccionaron en pequefias porciones que se almacenaron en nitrd-

geno liquido hasta su utilizacién. Para el caso particular de la inmunohistoquimica de la
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COX-1 y COX-2 (véase primer articulo), una vez extraidos los rifiones, se seccionaron
vertical y longitudinalmente, y se sumergieron en el tampdn comercial de fijacion MBF
(Strecks laboratorios, Omaha, NE, USA) durante 24 h a 4° C. Posteriormente, se transfirie-
ron a una solucién de etanol al 70%, y se procedié segun el protocolo detallado en el arti-
culo, colaborando activamente con la Dra. Alane T. Koki de Pharmacia Research and De-

velopment (St Louis, Missouri, USA).

3.2- Obtencion de sangre.
Tras anestesiar al animal se le colocd un catéter PVC-50 en la arteria femoral iz-
quierda para recoger las muestras de sangre y realizar las diferentes determinaciones

hemodindmicas. En cada extraccion se obtuvieron 0.5 ml de sangre.

3.3- Obtencion de orina.

La metodologia fue diferente segun se midiera la funcidn renal o el metabolismo
del agua. Asi, para los estudios de funcion renal, una vez anestesiado el animal, se le colo-
c6 un catéter PVC-50 en la vejiga para recoger las muestras de orina. Durante el estudio,
en los diferentes grupos de animales, se obtuvieron muestras de 4 periodos de 20 min. En
cambio, para evaluar el metabolismo renal del agua, las muestras de orina se recogieron

directamente de las jaulas metabdlicas en las que se mantuvieron los animales.

4.- Cultivos celulares:

Ambas lineas celulares (COS7, utilizada para la puesta a punto de las técnicas de
transactivacion y Western Blot, y RMC 85/4, utilizada en el segundo articulo de esta tesis),
crecen adheridas al plastico, en una atmosfera al 95% aire / 5% CO,, a 37° C y con hume-
dad saturante. En funcion de su tasa de crecimiento se realizan 1-2 pases por semana cuan-

do estan proximas a la confluencia (80-85%). El protocolo de tripsinizacion es el siguiente:

4.1.- Precalentar a 37° C la solucién de tripsina 1x para agilizar el proceso.

4.2.- Lavar la placa con 10 ml de DPBS sin Ca*"/Mg*".

4.3.- Afiadir 1-2 ml de tripsina/EDTA 1x.

4.4.- Incubar a 37° C durante 2-3 min.

4.5.- Golpear enérgica pero cuidadosamente el canto de la placa para despegar las cé-

lulas.
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4.6.- Comprobar en el microscopio.

4.7.- Inactivar la reaccion de la tripsina mediante la adicion de 10 ml de medio com-
pleto.

4.8.- Pipetear suavemente varias veces arriba y abajo para separar los agregados de
c€lulas que puedan haberse formado.

4.9.- Centrifugar las células a 800 g 5 min para eliminar los restos de tripsina/EDTA
del medio.

4.10.- Aspirar el sobrenadante.

4.11.- Resuspender en medio completo.

4.12.- Sembrar en 10 ml de medio completo.

- Medios de cultivo:

Cultivo de la linea celular RMC 85/4:
Medio RPMI 1640 suplementado con

10% (v/v) suero bovino fetal inactivado (FCS)
2 mM L-Glutamina

50 Ul/ml Penicilina / 50 pg/ml Estreptomicina

Cultivo de la linea celular COS 7:

Medio DMEM (con L-Glutamina) suplementado con
10% (v/v) FCS
100 Ul/ml Penicilina / 100 pg/ml Estreptomicina

5.- Caracterizacion por inmunocitoquimica de la linea celular RMC 85/4:

Al trabajar con una linea celular establecida, y no con un cultivo primario de célu-
las mesangiales, en primer lugar quisimos asegurarnos de que esta linea mantenia los mar-
cadores inmunocitoquimicos caracteristicos de las células mesangiales. Para ello, una vez
realizado el recuento de células de un cultivo confluente de RMC 85/4, se selecciond una
muestra pequefia, de aproximadamente 100.000 células, que se someti6 a cytospin (500 g,
10 min) sobre portas de vidrio. Las preparaciones celulares resultantes se fijaron durante

10 min en acetona fria (-20° C), se dejaron secar rapidamente a temperatura ambiente, y se
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guardaron a -20° C hasta la realizacion de la técnica de inmunocitoquimica por el laborato-

rio de Anatomia Patologica del Hospital Clinic. Los marcadores utilizados fueron:

- Desmina: marcador caracteristico de células musculares.
- Vimentina: marcador citoplasmatico de células de origen mesenquimal.
- Citokeratina: marcador de células epiteliales.

- Factor VIII: marcador de células endoteliales.

En concreto, la inmunocitoquimica de la linea RMC 85/4 reveld la positividad para
desmina y vimentina, y la negatividad de citokeratina y factor VIII, confirmandose, por

tanto, el fenotipo mesangial de estas células.

6.- Extraccion de RNA:

Cuando las células RMC 85/4 cultivadas en medio completo (composicion especi-
ficada en el apartado 4 de esta seccion) alcanzaron la confluencia, se incubaron durante
24h en medio sin suero. La extraccion del RNA total se realizé con un kit comercial (TRI-
zol Reagent, Gibco), de acuerdo a las instrucciones del mismo. Tras valorar el RNA me-
diante un espectrofotometro (Uvikon 922, Kontron Instruments) y calcular su concentra-
cion, se procedid a comprobar su integridad mediante electroforesis en un gel desnaturali-
zante para RNA, mediante la visualizacidon de las bandas de ambos RNAs ribosdmicos (18
y 289) tefiidas con bromuro de etidio. A continuacion se detallan los reactivos y protocolo

necesario para la electroforesis:

Reactivos:

- Tampén MOPS x1: 0.2M MOPS; 50mM acetato sodico; 10mM EDTA,pH:7.0. Fil-
trar, guardar a temperatura ambiente protegido de la luz.

- Azul de carga 10x: 160 ul MOPS x10; 100 pl glicerol; 1.8 ml agua; un poco de azul
de bromofenol en polvo.

- Tampon desnaturalizante: 150 pl MOPS x10; 240 pl formaldehido 37%; 750 ul

formamida; 150 pl azul de carga 10x.
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- Tampdén SSCx10: 1.5M de NaCl, 150 mM de citrato trisédico dihidratado. Ajustar
apH 7.0 con HCI.

Protocolo: (para un gel de 50 ml al 1% de agarosa)

6.1.- Mezclar en un erlenmeyer 0.6 g de agarosa 'y 37 ml de agua.

6.2.- Calentar en un microondas hasta que se disuelva la agarosa.

6.3.- Cuando deje de liberar vapor, afiadir en campana 8 ml de formaldehido 37% y 5
ml de MOPSx10. Mezclar. Verter en el molde y colocar peine.

6.4.- Preparar las muestras de RNA: 6 pl de RNA (x pl de RNA + 6-x ul de agua) +
24 pl de tampdn desnaturalizante. Calentar 10 min a 65° C. Poner en hielo.

6.5.- Anadir a las muestras 1 pl de bromuro de etidio (1pg/pl).

6.6.- Poner el gel en una cubeta previamente lavada con RNAsaZAP (Ambion) y cu-
bierto de tampdén MOPSx 1. Cargar las muestras en los pocillos.

6.7.- Realizar la electroforesis a unos 40V 1h. Ir controlando las bandas de los RNAs
ribosdmicos hasta que queden a la distancia deseada y comprobar que ambas
bandas se aprecien de forma nitida y que la superior (ribosémico mayor) presen-

te una intensidad y amplitud mas grande que la inferior (ribosémico menor).

7.- RT-PCR:

Una vez comprobado el RNA, las muestras se retrotranscribieron (RT) y se ampli-
ficaron mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR), y utilizando los cebadores
o primers especificos para cada uno de los genes, COX-1, COX-2, 5-LO, 12/15-LO,
PPARy, PPARa, PPARPB (ver “Anexo al articulo 2” del apartado de Resultados) y

GAPDH. Para un volumen de 20 ul de reaccion de RT se utilizaron:

2.5 pg de RNA total

4 ul AMV RT 5x Reaction Buffer (#M515, Promega)

2 Wl ANTPs 10mM

0.5 pl RNAse Inhibitor 40u/pl

1 ul Oligo dT;s (500 pg/ml)

1.5 ul AMV Reverse Transcriptase (#M5101, Promega)

x ul H>O libre de nucleasas
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La reaccidn de retrotranscripcion se produce durante 45 min a 42° C, tras lo cual
debe inactivarse, incubando las muestras 5 min a 95° C. A continuacion pueden guardarse
las muestras a 4° C (o a -20° C si es por un tiempo), prosiguiendo con la realizacion de la

PCR, segun las condiciones siguientes:

Tabla 3: Condiciones RT-PCR. En todas las amplificaciones se utilizo el kit de amplificacion Taqg DNA
Polymerase (#18038-026, Invitrogen).

Gen Accession Primers Tarpano Condiciones PCR
Number amplificado

S: 5’-gtcattccetgttgttactatce-3’

cox-1 Moo e aten 3" 465 pb (96°C 30°, 60°C 1°,72°C 1°)

COX-2  NM 017232 i:: 55tjfgt;gtgg:gtg%:g;gf;ﬁ;g 586 pb (96°C 307, 60°C 1°,72°C 17)
5LO  NM 012822 i‘: ztgtccact;‘;‘é?;?&g;‘;:g; 468 pb (94°C 30°, 58°C 1°,72°C 30™)
12/15-LO  NM 031010 i 2:j‘g;lﬁg%;gf;‘;ﬁggl 810 pb (94°C 307", 56°C 45°°,72°C 1°)
PPARe  NM 013196 :; gﬁf:;iggfé‘;ig?f:gfg% , 495 pb (94°C 30, 55°C 30°,72°C 1°°)
PPARB/S NM 013141 SA::5;',ffggj:fgg‘fﬁggf;‘_'33,’ 489 pb (94°C 30°*, 58°C 30°,72°C 1°°)
PPARy  NM 013124 AS:: 55aicct:;‘;’i§;§tgttgttg§;g:c33 438 pb (96°C 30°, 60°C 30°°,72°C 1°)

GAPDH NM 017008 O > -tocclcaagatigicageaa-3- 309 pb (96°C 30", 60°C 1°,72°C 1°)

A: 5’-agatccacaacggatacatt-3’

Tras la reaccidén de amplificacion, se analizaron 20 ul de cada muestra mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2%, donde se comprobod que el tamafio de las bandas se

correspondia con el esperado.

8.- Determinacion de los niveles de eicosanoides y renina:

Después de realizar los tratamientos pertinentes en las células RMC 85/4, se reco-
gieron los sobrenadantes de los cultivos (entre 10-12 ml) y se congelaron a -20° C. Para
cada una de las determinaciones (excepto para la de los niveles de isoprostanos) se evaporo
1 ml de los sobrenadantes mediante centrifugacion en vacio (Speed-Vac, Savant). Una vez
obtenido el extracto seco, se resuspendid en el tampdn de EIA correspondiente y se proce-
di6 a realizar las diluciones pertinentes para poder determinar las concentraciones de cada

metabolito mediante ELISA, de acuerdo a las indicaciones del fabricante.
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Para el caso de los isoprostanos, previo a la evaporacion de la muestra, ésta se sometio a
un proceso de purificacion mediante una columna de afinidad para el 8-iso-PGF,, (Cay-

man), segun el protocolo adjunto al producto.
9.- Ensayos de transactivacion:

Para testar los efectos de celecoxib y albumina sobre el PPARY, co-transfectamos
de forma transitoria a las RMC 85/4 con dos plasmidos: el primero (PPARy-GAL4) expre-
saba una proteina de fusidon formada por el dominio del PPARY al que se le une el ligando,
y por el dominio de unién al DNA de GALA4; el otro plasmido (tk-luc) expresa el gen de la
luciferasa acoplado a una secuencia que es reconocida por GAL4. Ademas, se utilizd un
plasmido que expresaba la proteina -galactosidasa que se co-transfectd juntamente con

los otros dos plasmidos y que se utilizo para normalizar los resultados (ver Figura 12).

LBD- mPPARy DBD Gal4 Iut:lferasa

_-

promotor CMV pr‘omo‘ror ‘rk

' UAS@x4
Amp"

Ligando
(agonista) -

FUSION
LEETTETTT
/ | UAScX4 [tk] LUCIFERASA

Figura 12. Representacion de los plasmidos utilizados. Esquema de los plasmidos
facilitados por el Dr. Ronald Evans y utilizados en los experimentos de transfeccion de
las lineas COS7 y RMC 85/4.

Los plasmidos PPARy-GAL4 y tk-luc fueron donados desinteresadamente por el
Dr. Ronald Evans de la Universidad de La Jolla (California). Primeramente se procedid a
amplificar estos plasmidos en células competentes y se realizé una MAXIprep con ellos
para poder disponer de elevadas cantidades de estos. A continuacidn se procedio a la trans-

feccion, realizdndose ésta inicialmente en células COS7, y una vez puesta a punto la técni-
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ca, se procedid en las células RMC 85/4. A continuacion se detallan los protocolos de los

diferentes pasos:

9.1.- Preparacion del medio LB:
MEDIO LB ( 1 litro)
10 g triptona
5 g extracto de levadura
5 g NaCl
I ml NaOH 1IN

9.1.1a.- Colocar todos los componentes en una botella de vidrio, con un litro de agua,
y autoclavar.

9.1.2a.- Una vez acabado el programa de autoclavado, cerrar la botella todavia dentro
del autoclave para evitar contaminaciones.

9.1.3a.- Mantener a 4° C hasta su utilizaciéon, momento en el que debe afiadirse 50

png/ml de Ampicilina (stock: 50 mg/ml Amp).

En caso de preparar medio LB para placa:

9.1.1b.- Anadir 15 g/L Bactoagar a la mezcla anterior (no queda completamente di-
suelto)

9.1.2b.- Autoclavar.

9.1.3b.- Cuando el LB haya bajado de temperatura (que se pueda mantener en las
manos) afiadir 50 pg/ml Ampicilina (stock: 50 mg/ml Amp).

9.1.4.- Dispensar en placas de petri (alrededor del mechero Bunsen) y dejar solidifi-
car 10-15 min.

9.1.5.- Mantener a 4° C hasta su utilizacién jjBOCA ABAJO!! (las gotas de conden-

sacion quedan retenidas en la tapa de la placa y no sobre el agar).

9.2.- Preparacion de células competentes:
9.2.1.- Inocular una sola colonia de células E.coli en 50 ml de medio LB, dejandola
crecer toda la noche a 37° C en agitacion.
9.2.2.- En una botella de 2 litros, inocular 4 ml del cultivo en 400 ml de medio LB,
dejandolo crecer a 37° C en agitacion hasta alcanzar un D.O.590=0.375 (cre-

cimiento exponencial).
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9.2.3.- Alicuotar el cultivo en ocho tubos estériles de polipropileno de 50 ml y dejar
en hielo 5-10 min.

9.2.4.- Centrifugar las células a 1600 g durante 7 min a 4° C.

9.2.5.- Resuspender suavemente cada pellet en 10 ml de una solucion fria de CaCl,.

9.2.6.- Centrifugar a 1100 g durante 5 min a 4° C.

9.2.7.- Resuspender de nuevo cada pellet en 10 ml de CaCl, frio y mantener en hie-
lo 30 min.

9.2.8.- Centrifugar a 1100 g durante 5 min a 4° C.

9.2.9.- Resuspender cada pellet completamente en 2 ml de la solucién de CaCl, y
alicuotar 250 ul en tubos de polipropileno estériles.

9.2.10.- Congelar inmediatamente a -70° C.

9.3.- Transformacion de células competentes:

9.3.1.- Colocar los tubos NUNC que necesitamos en hielo (uno por cada plasmi-
do+1).

9.3.2.- Sacar las células competentes de -70° C y colocarlas en hielo.

9.3.3.- Mezclar las células suavemente (con el dedo, no vortear ya que su membrana
estd muy dafada).

Colocar 90 pl de células en cada tubo NUNC.
9.3.4.- Afiadir de 1-10 ng del plasmido (o menos) y mover con la pipeta dentro de la

mezcla, cuidado con subir y bajar el liquido por la pipeta. Tapar.

Nota : es importante hacer un CONTROL NEGATIVO de transformacion; estas células
no incorporaran ningun plasmido, y por tanto, no deben crecer en las placas con
antibidtico.

9.3.5.- Incubar en hielo 30 min.

9.4.6.- Someter a heat shock de 42° C (bafio) durante 1.5 min j;j sin moverlas!!

9.3.7.- Poner 2 min en hielo.

9.3.8.- Aniadir 0.9 ml de LB (sin antibidtico).

9.3.9.- Dejarlas 45-60 min a 37° C agitando (en un incubador de bacterias) para que
les de tiempo a expresar la resistencia antes de ponerlas en el medio con an-

tibiotico).
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9.3.10.- Esterilizar el asa de siembra con alcohol de 96° en el Bunsen. Colocar el
asa dentro de la placa de petri, mientras abrimos los viales con las células-
plasmido.

9.3.11.- Con una punta estéril, poner 100 pl de la mezcla en el centro de la placa.

9.3.12.- Repartir con el asa, moviendo ésta en una Unica direccion mientras hace-
mos girar la placa.

9.3.13.- Dejar la placa 10 min boca arriba.

9.3.14.- Dejar la placa toda la noche boca abajo a 37° C en el incubador.

9.4.- Preparacion de la MAXIprep:

9.4.1.- Poner de 15-20 ml de LB liquido en tubos de 50 ml (tantos como colonias
queramos aislar).

9.4.2.- Picar con una punta estéril una sola colonia por placa, y dejarla dentro de su
correspondiente tubo. Incubar a 37° C toda la noche en agitacion. Guardar la
placa en la nevera.

9.4.3.- Autoclavar botellas de 500 ml (1 por cada colonia aislada).

9.4.4.- A primera hora de la mafiana, verter el cultivo de cada tubo en su correspon-
diente botella en la que habremos puesto el LB necesario para tener un vo-
lumen final de 100 ml.

9.4.5.- Dejar incubar a 37° C en agitacion durante 5-6h mas.

9.4.6.- Centrifugar a 6000g 15 minutos a 4° C.

(a partir de ahora seguir el protocolo de QIAfilter Plasmid Maxi Kit)

9.4.7.- Una vez obtenidos los plasmidos, resuspenderlos en 100-200 ul de TE.

9.4.8.- Valoracion del plasmido/-s: hacer una diluciéon 1/70 en TE y medir la
Aaeo/ Azso.

9.4.9.- Calcular los pg/ul de plasmido obtenidos, mediante la férmula:

A 260 X 50 x 70 / 1000 = pg / pl

9.5.- Comprobacion de los plasmidos:
Para ello debemos disponer del mapa de restriccion completo de los plasmidos y

saber qué tamafio presentan los constructos.
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9.5.1.- Buscar las dianas de interés de cada plasmido, teniendo en cuenta que debe-
mos realizar la electroforesis con ellos linearizados (como minimo) y digeri-
dos con enzimas que generen varios fragmentos.

9.5.2.- Ver qué enzimas debo utilizar, con qué Buffer y a qué temperatura son fun-
cionales.

9.5.3.- Preparar (por cada digestion):

1 nug de plasmido (en un volumen de 2 ul aprox.)
1 ul de enzima
2.5 ul de Buffer (si es que esta concentrado 10x)

hasta 25 ul con HyOg4q4

9.5.4.- Incubar 2h a 37° C por ¢j. (normalmente es suficiente) e inactivar la reaccion
afiadiendo 5 pl de azul de carga o bien calentando las reacciones a 65° C du-
rante 10 min).

9.5.5.- Cargar en un gel al 1%:

0.5 g agarosa

1 ml TAEx50

hasta 50 ml con H,Oyq

3 ul de bromuro de etidio (al enfriarse la agarosa)

9.5.6.- Cargar 2 pl del marcador AHindIII : calentar previamente a 65° C 1 min, 2 pl
del marcador, 9 ul de H,O4qy 3 ul de azul de carga.

9.5.7.- Realizar la electroforesis.

9.5.8.- Una vez comprobado que nuestro plasmido es el de interés, lo alicuotamos

en un stock de 100 ng/pl.

9.6.- Transfeccion de células eucariotas:

9.6.1.- Plaquear A ULTIMA HORA DE LA TARDE, 5.0x10* cels RMC 85/4 por
pocillo en placas de 12-pocillos en medio completo (1.5x10* cels/pocillo si
son COS7).

Dejar en el incubador toda la noche para que se adhieran.
9.6.2.- Transfectar las células A PRIMERA HORA DE LA MANANA (cuando las

c¢lulas han alcanzado el 70-80% de confluencia).
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Nota: a partir de ahora hablaremos de diferentes condiciones de transfeccion: un
tubo NUNC equivale a una condicion de transfeccion, y como estos experi-
mentos van a realizarse por duplicado, cada NUNC equivaldra a dos poci-
llos.

9.6.3.- Hacer el disefio de la placa, teniendo en cuenta que el volumen final en cada
NUNC debera de ser de 150 pl (75 pl/pocillo). Los stocks de los que parti-
mos son:

B-Gal : 2 ng/ul (control de transfeccion)
PPARY-GALA4 : 100 ng/ul (plasmido de expresion)
UASg-tk-luc : 100 ng/ul (plasmido reporter)

Nota : mantener los reactivos en hielo durante el proceso.

9.6.4.- Preparar la mezcla de plasmidos: es aconsejable trabajar con volumenes
grandes para minimizar errores de pipeteo, por lo que en primer lugar debe-
mos preparar una unica MIX (o solucidon general) comun para todas las con-
diciones, conteniendo las cantidades necesarias de los plasmidos reporter y
B-Gal, ajustando a un volumen de 100 pl/condicién con Buffer EC (del Ef-
fectene Transfection Reagent kit, QIAgen). A continuacién se reparten 100
ul de la MIX en cada uno de los NUNC, a los que afiadiremos la cantidad de
plasmido PPAR-GAL4 necesaria, y ajustandose a 150 pl con Buffer EC.

9.6.5.- Anadir a cada NUNC (cada duplicado) 4.8 ul de Enhancer. Incubar 3 min a
temperatura ambiente.

9.6.6.- Afadir a cada NUNC (cada duplicado) la cantidad de Effectene necesaria,
que se calcula multiplicando x 10 el nimero de pg de plasmido de ese tubo
(sin tener en cuenta el B-Gal); una relacion por tanto, de 1:10.

9.6.7.- Incubar 10 minutos a T* ambiente, durante los cuales lavamos las células con
PBS y les ponemos 800 pl de medio completo.

9.6.8.- Afiadir 800 pl de medio completo a la mezcla DNA-Effectene.

9.6.9.- Repartir 475 ul/pocillo de la mezcla correspondiente, dejandolo caer gota a
gota y repartiéndolo por todo el pocillo.

9.6.10.- Incubar a 37° C entre 40-64 h.
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Para realizar las incubaciones con los agonistas, debe tenerse en cuenta que la acti-

vidad luciferasa es detectable desde las 24 a las 72h post-transfeccion.

9.7.- Medida de la actividad luciferasa y [-galactosidasa:

Nota: al principio ambos métodos son equivalentes.

9.7.1.- Aspirar el medio de las células y lavar 2 veces con PBS (no es necesaria
hacerlo bajo campana).

9.7.2.- Poner entre 100-200 ul de Buffer de Lisis del ensayo de la luciferasa.

9.7.3.- Dejar en el shaker unos 15 min con una agitacion intensa sin rotar.

9.7.4.- Rascar los pocillos con un scrapper y recoger el lisado de cada pocillo en
tubos eppendorf separados.

9.7.5.- Centrifugar a 13000 rpm 5 min.

9.7.6.- Colocar 30 pl del lisado en un tubo de 5 ml de pléstico en el que se realizara
la lectura de la luciferasa, y 30 ul en un eppendorf para valorar la B-

galactosidasa.

Determinacion de la actividad luciferasa:
9.7.7a.- Afiadir al primer tubo con los 30 ul de lisado, 100 pl del sustrato de la luci-
ferasa.
9.7.8a.- Leer inmediatamente en el lumindmetro (programado con 3 segundos de
tiempo de espera y 10 segundos de integracidon). Proceder con el resto de tu-

bos.

Determinacion de la actividad [-galactosidasa:
9.7.7b.- Colocar 30 pl del lisado en un tubo eppendorf, que se incubara durante 45-
60 min a 50° C para inactivar la actividad B-galactosidasa enddgena.
(En este punto puede pararse el protocolo guardando las muestras a 4° C).
9.7.8b.- Trasferir 25 pl del lisado inactivado a tubos de plastico de 5 ml. Afiadir 50
ul del Substrate Reagent (dilucion 1:100 del sustrato con el Assay Buffer).
9.7.9b.- Incubar durante 45 min la mezcla, en un agitador orbital, protegiendo los

tubos de la luz con papel de aluminio.
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9.7.10b.- Adadir 25 pl de Initiation Solution (dilucién 1:6 Enhancer e Initiation
Reagent) en el primer tubo.

9.7.11b.- Leer inmediatamente en el luminémetro (programado con 1 segundo de
tiempo de espera y 5 segundos de integracion). Proceder de la misma manera

con el resto de tubos.

Los resultados se calculan dividiendo cada valor de la luciferasa por su correspon-
diente B-galactosidasa (datos normalizados), y posteriormente, todos los valores se hacen
relativos al control, presentandolos por tanto como “numero de veces de induccion con

respecto al control” (fold induction).

10.- Estadistica:
Los analisis estadisticos se realizaron mediante el uso de la # Student desapareada.

Se considera significativo a partir de una probabilidad de P<0.05. Los datos aparecen en

las tablas y figuras como la media =+ error estandar.
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