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Resumen

La angiotensina 1-7 (ANG-1-7) es un péptido pleiotrépico
del sistema renina-angiotensina, la cual ejerce un efecto
contraregulatorio sobre las acciones de la angiotensina Il
(ANG 1II). La ANG-1-7 reduce algunos marcadores obser-
vados en la nefropatia diabética; sin embargo, su papel
sobre la produccién de especies reactivas de oxigeno en
el dafo renal aun es elusivo. Se evalué la posible parti-
cipacion de las enzimas antioxidantes, la catalasa (CAT)
y la superdxido dismutasa (SOD), sobre la accion reno-
protectora de la ANG-1-7 y de su receptor Mas (R-Mas).
Se emplearon secciones de corteza renal proveniente de
ratas con diabetes inducida por la estreptozotocina, in-
cubadas in vitro en presencia o ausencia de agonistas y
antagonistas. Adicionalmente, en células de epitelio re-
nal de mono en cultivo (Vero) se evalué el efecto de la
ANG-1-7 (10° M) y de A-779 (10° M) sobre la viabilidad
celular, en un ambiente de glucosa normal (NG, 8 mM) y
de alta glucosa (HG, 35 mM). Los resultados demuestran
que HG ejerce un efecto citotéxico significativo sobre las
células epiteliales en cultivo, el cual fue inhibido la ANG-
1-7. Aun mas, en las células Vero la alta concentracién
de peroéxido de hidrégeno fue citotoxico, y este efecto
también fue prevenido por la ANG-1-7. La actividad de
la CAT y la SOD estuvo reducida significativamente, tan-
to en las secciones de corteza renal provenientes de ratas
diabeticas, asi como en las células Vero en cultivo incu-
badas en HG. Este efecto fue revertido por ANG-1-7. La
A-779 fue capaz de bloquear los efectos nefroprotectores
de la ANG-1-7, indicando que su accién es mediada a
través de la estimulacion del R-Mas. Nuestros hallazgos
indican que la ANG-1-7 actlia como un antioxidante con
efecto protector sobre el dafio renal en la diabetes, tanto
in vivo como in vitro, y demuestra la contribucion de las
enzimas antioxidantes en el efecto de la ANG-1-7 sobre
el dafio renal en la nefropatia diabética.
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Abstract

Angiotensin 1-7 (ANG-1-7) is a pleiotropic peptide of the
renin-angiotensin system, which plays a contraregula-
tory effect on angiotensin Il (ANG II) actions. ANG-1-7
reduces some markers of diabetic nephropathy. How-
ever, its role on reactive oxygen species in kidney dam-
age is still elusive. Therefore, we assessed the possible
involvement of the antioxidant enzymes, catalase (CAT)
and superoxide dismutase (SOD), on the renoprotec-
tive action of ANG-1-7 and its receptor. We used kidney
cortex sections obtained from rats with streptozotocin-
induced diabetes which were incubated in vitro in the
presence or absence of agonists and antagonists. Further-
more, in monkey renal epithelial cells in culture (Vero),
we assessed the effect of ANG-1-7 (10° M) and the Mas
receptor antagonist (A-779, 10° M) on cell viability, in
the presence of normal glucose (8 mM) or high glucose
(35 mM) concentration. The results show that high glu-
cose concentration exerts a significant cytotoxic effect on
renal epithelial cells in culture, which was inhibited by
ANG-1-7 treatment. Morever, high concentrations of hy-
drogen peroxide in Vero cells culture was cytotoxic, and
this effect was also prevented by ANG -1-7 treatment.
This indicates that ANG-1-7 exerts a protective effect on
renal damage under diabetic conditions. The activity of
CAT and SOD was significantly reduced in both, tissues
obtained from renal cortex from rats with experimental
diabetes incubated in vitro, as well as in Vero cell cul-
ture incubated in high glucose. This effect was blunted by
ANG-1-7 treatment. The renoprotective effects of ANG
-1-7 were inhibited by the A-779, indicating that this ac-
tion is mediated through stimulation of R-Mas. Our find-
ings demonstrate that ANG-1-7 exerts an antioxidant pro-
tective effect on renal damage in diabetes, both in vivo
and in vitro, and points to the contribution of antioxidant
enzymes in the effect of ANG-1-7 in diabetic nephropathy.

Key words: Angiotensin 1-7; catalase, superoxide dis-
mutase, diabetic nephropathy.
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Introduccion

La nefropatia es considerada como una de las complica-
ciones mds importante de la diabetes mellitus, siendo la
principal causa de insuficiencia renal terminal’. El rifién
al igual que la mayoria de 6rganos afectados por la hi-
perglicemia, sufre dafio celular mediado por diferentes
moléculas, entre las que se encuentran: los polioles, las
hexosaminas, los productos de glicosilacién avanzada
(AGEs), el factor de crecimiento transformante B (TGF-B),
las proteinas kinasas activadas por mitogenos (MAPKs,
Ej.: las ERK), la angiotensina Il (ANG 1), la proteina ki-
nasa C (PKC), el diacilglicerol (DAG), las especies reacti-
vas de oxigeno (ROS), las especies reactivas de nitrégeno
(RNS), el factor nuclear potenciador de las cadenas li-
geras kappa de las células B activadas (NF-kB), la janus
kinasa (JAK), entre otros mediadores®?. La activacion de
estas moléculas, trae como consecuencia la alteracion
de la expresion de algunas proteinas que conducen al
incremento de la matriz extracelular y al ensanchamien-
to de la membrana basal glomerular. Esto se traduce en
cambios de la estructura renal, fibrosis, hiperfiltracién,
cambios hemodindmicos y proteinuria, las cuales son
alteraciones caracteristicas de la nefropatia diabética**.

Un evento que contribuye en la nefropatia diabética al
establecimiento del estrés oxidativo y por ende el incre-
mento de las ROS, radica en la disminucién de las de-
fensas antioxidantes enzimaticas. En efecto, en pacientes
con nefropatia diabética se ha observado la inhibicién
de la expresion de algunas de estas enzimas, tales como
la catalasa (CAT) y la superoxido dismutasa (SOD), favo-
reciéndose asi el desbalance oxidativo celular®. Asimis-
mo, algunos modelos de animales diabéticos que sobre-
expresan la CAT o la SOD, presentan una significativa
disminucion del dano renal®” y de la acumulaciéon de
proteinas de la matriz extracelular en las células renales
en cultivo®.

La angiotensina 1-7 (ANG-1-7), es un péptido conside-
rado como el componente activo mas pleiotrépico del
sistema renina-angiotensina (SRA). Este péptido despierta
gran interés debido a su accién contraregulatoria sobre
los efectos de la ANG [1°, su efecto antifibrético y antipro-
liferativo'®'" y su accién inhibitoria sobre la generacion
de las ROS en diversos modelos experimentales'*'3. La
ANG-1-7, su enzima biosintética la ECA2, y su receptor
Mas (R-Mas), exhiben acciones protectoras en diferentes
modelos de enfermedades cardiometabdlicas''*. A nivel
renal la ANG-1-7 presenta niveles comparables a la ANG
[I. La accién de la ANG-1-7 sobre la funcién renal ha sido
conflictiva, en donde la modulacién de la excrecion de
agua y Na* es el punto central de la accion de este pép-

tido, observandose una actividad diurética/natriurética’®
y en otros casos una accién antidiurética/natriurética®'’.

Existe evidencia que indica que la ANG-1-7 reduce la
produccion de ROS estimulada por la ANG Il en mode-
los in vitro, en donde la reduccién de la actividad de la
NAD(P)H oxidasa esta intimamente involucrada'", asi
como también la reduccién de algunos marcadores de
la nefropatia diabética, tales como: la proteinuria, la fos-
forilacion de las MAPK y la expresion de proteinas de la
matriz extracelular inducida por glucosa en células rena-
les in vitro. En ratas con diabetes inducida por la estrep-
tozotocina (STZ)'®" o en ratas diabéticas e hipertensas?,
el tratamiento con este péptido disminuye la proteinuria,
suprime el incremento de la actividad de la NAD(P)H
oxidasa renal y reduce los niveles elevados de expresion
del gen de la NOX-4 (20). Esto sugiere un posible papel
contraregulatorio de la ANG-1-7 sobre la NAD(P)H oxi-
dasa estimulada por la ANG I, como posible mecanismo
en la nefroproteccién. Aun mas, se ha demostrado una
vinculacién entre el eje ANG-1-7/R-Mas y la maquinaria
enzimatica antioxidante, al demostrarse que en ratones
que no expresan el R-Mas se produce fibrosis cardiaca
debido a un aumento de colageno y fibronectina®, de-
sarrollo de disfuncion endotelial acompafiada de una
disminucion de la expresién de la éxido nitrico sintasa
endotelial (eNOS) y de la generaciéon de éxido nitrico
(NO), asi como de un decremento de la actividad de la
CAT y la SOD?". Sin embargo, no esta claro aun el papel
de la ANG-1-7 en el estrés oxidativo y la actividad de las
enzimas antioxidantes renales en la diabetes, por lo que
en el presente estudio se evalu6 la posible participacion
de las enzimas antioxidantes, la catalasa (CAT) y la supe-
roxido dismutasa (SOD), sobre la accion renoprotectora
de la ANG-1-7 y de su receptor, en secciones de corteza
renal proveniente de ratas diabéticas inducida por la es-
treptozotocina e incubadas in vitro o en células epitelia-
les renales en cultivo.

Materiales y metodos

Para los experimentos de cultivo celular se emplearon
células Vero, una linea celular de epitelio renal de mono
verde africano (cercopithecus aethiops), provenientes del
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. Esta linea
celular es susceptible al dano oxidativo inducido por la
exposicion a alta concentracién de glucosa.

Las células fueron cultivadas hasta confluencia en con-
diciones de 5% de CO, a 37°C en medio completo que
contiene: DMEM, 10% de suero fetal de bovinoy 1% de
penicilina/estreptomicina. Luego se lavaron 2 veces con
PBS (amortiguador de fosfato de sodio) y se disgregaron
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con tripsina al 10% en EDTA dejando incubar a 37°C
por 5 minutos para luego centrifugar por 10 minutos a
2200 rpm. El sedimento se traté con PBS para formar una
suspension de células, la cual se utiliz6 para realizar los
ensayos correspondientes.

Determinacion de la proliferacion celular

Se empled el método de exclusiéon con azul de tripano,
a través del conteo diario de las células vivas por mi-
croscopia. El azul de tripano es incapaz de atravesar las
membranas plasmaticas de las células viables. De esta
manera, se cultivaron 10000 células por placa individual
en condiciones de glucosa normal (8 mM) o alta glucosa
(35 mM) y tratadas o no con ANG-1-7. Las células se
tripsinizaron y se contaron por grupo a las 24, 48, 72, 96
y 120 horas de tratamiento. Los resultados se expresaron
como células/mL.

Glucotoxicidad

Para evaluar los efectos de la ANG-1-7 sobre la citotoxi-
cidad inducida por alta concentracion de glucosa, se
cuantifico la formacién de purpura de formazan a partir
de una sal de tetrazolio, el MTT (bromuro de 3-(4,5-di-
metil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio), en donde esta sal
es reducida por la accién de la enzima succinato des-
hidrogenasa mitocondrial. Para ello, se incubaron 5000
células por pozo en placas de cultivo de 96 pozos con
medio completo (5% CO, a 37°C), bajo un ambiente de
8 mM de glucosa durante 24 horas. El medio fue removi-
do y reemplazado por medio completo fresco con el si-
guiente esquema de tratamientos: pozos controles, 8 mM
de glucosa; pozos alta glucosa (HG), 35 mM de glucosa;
pozos ANG-1-7 (10® M) y pozos HG + ANG-1-7. En otro
experimento se empleo como agente citotoxico el H,O,
(10*M). Bajo estas condiciones las células fueron culti-
vadas (5% CO, a 37°C) durante 72 horas, reemplazando
con medio nuevo sobre el mismo esquema cada 24 ho-
ras. Al término de este tiempo el medio fue nuevamente
reemplazado, pero solo con medio completo. Se preparé
una solucion de MTT (2,5 mg/mL) y se afadié 100 mL
de ésta a cada pozo de la placa. Las placas se incubaron
por 3h (5% de CO, a 37°C). Posteriormente se eliming el
sobrenadante de cada pozo y la monocapa fue disuelta
con la incorporacién de 100 mL de DMSO. La placa se
dejo6 reposar por 30 minutos para que desarrolle el color
y luego se ley6 en un lector de ELISA a 570 nm. Se calcu-
[6 el porcentaje de citotoxicidad con respecto al control.

Actividad de las enzimas antioxidantes en una linea de
células de epitelio renal bajo un ambiente alto en glucosa
Se incubaron 2 millones de células en una placa de cul-
tivo de 150 cm? con medio completo (5% CO, a 37°C)
durante 120 horas (cambiando el medio cada 24 horas),
utilizando el mismo protocolo de tratamientos del ensa-

yo de glucotoxicidad. Luego las células fueron lavadas
2 veces con PBS y se incubaron con tripsina al 10% en
EDTA a 37°C por 5 minutos. Una vez tripsinizadas, las
células fueron lavadas 3 veces con PBS y resuspendidas
para un volumen final de 500 mL para realizar los ensa-
yos de las enzimas antioxidantes.

Actividad catalasa (CAT) y superdxido dismutasa total
(SOD) en secciones de corteza renal provenientes de
ratas control o con diabetes inducida por la estreptozo-
tocina (ETZ) e incubada in vitro.

Se utilizaron ratas machos de la cepa Sprague-Dawley
de peso corporal comprendido entre 200 y 300 g, pro-
venientes del Bioterio del Instituto Nacional de Higiene
“Rafael Rangel”. Los animales fueron mantenidos en jau-
las a temperatura ambiente (25 + 1 °C) con ciclos de 12
horas luz / oscuridad, con acceso a alimento (Ratarina®)
y agua ad libitum. La diabetes tipo 1 fue inducida por
la inyeccién intraperitoneal (i.p.) de 70 mg/kg de ETZ a
las ratas. La glucosa sanguinea de los animales fue mo-
nitoreada hasta que los niveles de glicemia alcanzaron
niveles de > 250 mg/dL empleando un glucémetro comer-
cial. En este momento los animales fueron considerados
diabéticos. Inmediatamente, las ratas fueron eutanizadas
por decapitacion, los rifones fueron extraidos y la corte-
za renal se disec6 mediante microdiseccion bajo control
estereomicroscopico y mantenido en Buffer Krebs-Ringer
(KBR). Posteriormente cada tejido fue preincubado a 37°C
en presencia o ausencia del antagonista (A-779) y poste-
rior estimulacién con agonista (ANG-1-7). Seguidamente,
las muestras fueron retiradas del bano a 37°C, se retir6 el
medio de incubacion, y se lavé el tejido dos veces con
buffer fosfato pH 7,0, y se colocé en hielo. Posteriormente,
se anadieron 300 pL de buffer de lisis (Tris Base 50 mM,
5mM EDTA, TmM NaF, Na,VO,, Tritén X-100 1% y mez-
cla de inhibidores de proteasas compuesto por pepstati-
na A 5pM, aprotinina 10pg/ml, leupeptina 10uM, PMSF
2mM, pH 7,4). Se sonicé y centrifug6 la preparacién para
obtener el homogeneizado de la corteza renal para la de-
terminacién posterior de la actividad enzimética.

Los experimentos fueron realizados siguiendo las buenas
practicas para el manejo de animales de laboratorio (NIH
Guide, 1996) y la aprobacion del Comité de Bioterio de
la Facultad de Farmacia de la UCV.

DETERMINACION DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES
La actividad se determin6 en el homogenato de seccio-
nes de corteza renal o en las células en cultivo diluidas
1:10 en amortiguador de fosfatos (50 mM, pH 7,0) con
tritbn X-100 al 1%. Después de centrifugar a 13000
r.p.m. a 4°C durante 30 minutos, el sobrenadante se em-
pled en la determinacién de la actividad de las enzimas
antioxidantes.
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Ensayo de la Actividad de la enzima Catalasa (CAT)

La actividad de la CAT fue determinada en el homoge-
nizado del tejido de interés diluido en amortiguador de
fosfatos 10 mM (pH 7), al cual se le anadi6 725 pL de la
mezcla de incubacién (7,7 mM H,O, en buffer fosfato 10
mM a pH 7) y se monitoreé el cambio de absorbancia a
240 nm a los a los 15 y 30 segundos, utilizando la cons-
tante de reaccion de primer orden (k) como la unidad de
actividad de la CAT (k= (1/t) (2,3 x log A /A,), donde t es
el intervalo de tiempo medido (seg), A, y A, son las ab-
sorbancias del H,O, en los tiempos t, y t,. Los resultados
se expresaron como k/mg de proteina.

Ensayo de la Actividad de la Superéxido Dismutasa Total
(SOD)

La actividad de la SOD se determiné por la capacidad de
esta enzima de inhibir la reduccion del azul de nitrote-
trazolio (NBT) a formazan a 595 nm, por los aniones su-
peréxido generados por el sistema de la xantina-xantina
oxidasa. Para ello, se mezclaron 166 pL de la mezcla de
incubacion (xantina 0,122 mM, EDTA 0,122 mM, NBT
30,6 pM, albdmina 0,006% y bicarbonato de carbona-
to de sodio 49 mM) con 33 pL del homogeneizado del
tejido de interés. Se colocaron 2,45 mL de la mezcla en
tubos y se mantuvo a 27 °C. Se adicionaron 500 pL de
muestra, diluida 1:100 en amortiguador de fosfatos 50
nM (pH 7) e inmediatamente después, se inici6 la re-
accién con la adicion de 50 plL de xantina oxidasa (8,4
unidades). Los tubos se incubaron durante 30 minutos,
seguidos de la adicion de 66 pL CuCl2 2H20 0,8 mM
que detuvo la reaccion y se midio la absorbancia a 560
nm. Los resultados se expresaron como actividad especi-
fica. Una unidad de SOD se define como la cantidad de
SOD necesaria para inhibir en un 50% la formacién de
los cristales de formazan.

Andlisis estadistico

Los resultados se presentan como la media + el error es-
tandar de la media (X + E.E.M.). Los datos se analizaron
con el programa Prism 5 (Graph Pad, San Diego, CA,
USA) mediante el analisis de varianza de una via (ANO-
VA) y por comparaciones mdltiples de Bonferroni. Los
resultados con valores de p<0,05 se consideraron como
estadisticamente significativos.

Resultados

Curso temporal del efecto de la ANG-1-7 sobre la proli-
feracion celular

Se evalud la proliferacién de las células Vero mediante
un método de exclusion por azul de tripano. Como se
observa en la figura 1, la condicion de alta concentracién
de glucosa disminuy? significativamente la proliferacién

celular a partir de las 72 horas; efecto que fue revertido
por el tratamiento con la ANG-1-7, mejorando de esta
manera la tasa de crecimiento. Por si misma, la ANG-1-7
produjo un efecto proliferativo similar al del grupo NG a
las 96 y 120 horas de experimentacion.

Efectos de la ANG-1-7 y del antagonista del receptor R-
Mas sobre el dano inducido por alta concentracién de
glucosa en células de epitelio renal (Vero) en cultivo

El tratamiento diario, durante 96 horas, de las células de
epitelio renal en cultivo con medio que contenia una alta
concentracion de glucosa (grupo HG, 35 mM), produjo
un efecto citotdxico significativo (p<0,001) en compara-
cion con el grupo NG (8 mM de glucosa). Este efecto fue
parcialmente abolido por el tratamiento con ANG-1-7.
El antagonista del R-Mas, A779 (10 M), fue capaz de
bloquear el efecto protector de la ANG 1-7 sobre la glu-
cotoxicidad inducida por la HG (Figura 2).

Efecto de la ANG-1-7 frente a la citotoxicidad inducida
el estrés oxidativo inducido por el H,0,

En la figura 3 se observa la modulacién del inductor del
estrés oxidativo, el H,0,, y el efecto protector de la ANG-
1-7 sobre la disminucién de la viabilidad celular bajo
condiciones de NG. El tratamiento H,O, en condiciones
de glucosa normal produjo un efecto citotéxico, el cual
fue revertido parcialmente por el co-tratamiento con
ANG-1-7.

Efecto de la ANG 1-7 sobre la actividad de las enzimas
antioxidantes en secciones de la corteza renal prove-
niente de ratas con diabetes experimental e incubadas
in vitro
El tratamiento con ETZ in vivo, redujo significativamente
las actividades CAT y SOD en las secciones de corteza
renal incubadas in vitro (Figuras 4 y 5). El tratamiento con
la ANG-1-7 no afecté la actividad enzimética, pero fue
capaz de revertir el decremento en la actividad de la CAT
y la SOD inducida por la STZ (Figura 4 y 5). La accién de
la ANG-1-7 sobre la actividad de SOD y CAT, fue preve-
nida por el A779 (Figura 5).

Efecto de la ANG 1-7 sobre la actividad de las enzimas
antioxidantes en las células Vero en cultivo.

De manera similar a lo observado en la corteza renal de
los animales hiperglicémicos, la condicién de alta con-
centracion de glucosa en células Vero cultivadas in vitro,
también disminuyé las actividades de las enzimas anti-
oxidantes evaluadas. El tratamiento in vitro con ANG-
1-7 incrementd significativamente (p<0,05) la actividad
basal de la CAT, y revirtié parcial o completamente los
efectos inhibitorios del HG sobre la actividad de la CAT y
SOD, respectivamente (Figura 6).



www.diabetesinternacional.com

Diabetes Internacional. Volumen V. N° 2. Aho 2013

4.2X10%
] - NG
—— HG *kk kil
2.4x0% 4 —— ANG-1-7
— ] —e— HG+ANG-1-7
E
& 1.0x0% 4
=) ]
Q@ ]
O ]
5.2x10°% -]
2,6)(]0“5- T T T T T T T T T
12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Tiempo (horas)

Curso temporal del efecto de la ANG 1-7 sobre la proliferacién de las células
Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta concentracién de glucosa (NG y
HG respectivamente). Los valores se muestran como la media + E.E.M. *p<0,01 y
***p<0,0001 con respecto al grupo HG. N=18.

1004 —= o
**&
g
o
‘“ dkk
S
= 0
B
S 504
>
0 L] L] L] L]
A 8 A
() N o N
& ¢ ¥ ¢
S & R
o"r
QO'

Efecto de la ANG 1-7 sobre el efecto citotéxico del peréxido de hidrégeno (H,0O,,
10 M) frente a disminucion de la viabilidad de las células Vero cultivadas con
un ambiente NG. Los valores se muestran como la media + E.E.M. ***p<0,001 y
£p<0,05 con respecto al grupo ANG-1-7."p<0,01 con respecto al grupo H,0,.

oo L
*
i
g\j *k *%
E x T T
= i
Ke)
8 504
>
0 T T T T T
‘\0 QS’ 0\1\ '(\Q v’.\/\‘b
xv.e Ox '\x
o ¥ o
< &
QQ

Efecto de la ANG-1-7 (10° M) y el A799 (10° M) sobre la viabilidad de las cé-
lulas Vero cultivadas en ambiente de normo- o alta concentracion de glucosa
(NG y HG, respectivamente). Los valores se muestran como la media + E.E.M.
**p<0,001 y ‘p<0,01 con respecto al grupo NG. N=13-16.

4.5

4.0

3.5

inas

Actividad SOD (U/mg de proteina)

3.0+
Fekk

2.5+

2-0 I I I I
C ETZ A1-7 E+A1-7

Efecto de la ANG 1-7 (10° M) in vitro sobre la actividad catalasa (izquierda) y
superéxido dismutasa total (SOD) (derecha) en la corteza renal de ratas sanas
(control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (STZ). Los valores se
muestran como la media + E.E.M. *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001 con respecto
al control. N=6-16.

[Diabetes

Internacional



? £
— =

—
—

Actividad SOD (U/mg proteina)
- N

0 1 T T T T 1
> A ) ©
A 4 J A
o“é ¢ o & x?"\ ,‘?"\
¢ > S A A
Lol & & N
«1/ e(‘)
Na
<
&

© 8-
c
5|1 1
(] *
s
o 64 _T_
°
o
E
=
=] 1
o) T
(/2]
gl
©
S 24
2
k3]
<
0 T 1 T |
NG HG A1-7 E+A

Efecto de la A779 (10° M) sobre el efecto nefroprotector de la ANG 1-7 (10 M)
sobre la actividad de la CAT (izquierda) y de la superdxido dismutasa total (SOD)
(derecha) en la corteza renal proveniente de ratas con diabetes inducida por ETZ
e incubadas in vitro. Los valores se muestran como la media + E.E.M. *p<0,05 y
*#p<0,01 con respecto al control. N=8-16.

D. [ I 4

ISCUSION

El sistema renina angiotensina renal se encuentra acti-
vado en la diabetes. Su péptido efector, la ANG I, pro-
duce un efecto proliferativo, proinflamatorio y promotor
del crecimiento celular en el tejido renal, estando estos
procesos asociados con el dafio renal en la diabetes??.
La ANG Il aumenta la expresion de las proteinas de la
matriz extracelular, favoreciendo el desarrollo de la hi-
pertrofia celular en el rifién**. Ahora bien, se sabe que
las altas concentraciones de glucosa son capaces de au-
mentar los niveles renales de la ANG [I?*, trayendo como
consecuencia la activacion de varias vias de sefalizacién
dependientes del receptor AT,, entre las que destacan: la
sefializacion mediada por MAPKs y por ROS, las cuales
estan intimamente involucradas en el dafo de las células
renales en la diabetes**¢. Estudios en humanos y en ani-
males de experimentacion tratados con inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina o con antagonistas
del receptor AT, de angiotensina Il, han mostrado una
disminucion del dafo renal en la diabetes?”?%, lo que su-
giere un papel importante de la ANG Il en el desarrollo
de la nefropatia diabética.

Una molécula endégena que ha mostrado un importante
efecto contraregulatorio a la accion de la ANG 11, es la
angiotensina 1-7 (ANG-1-7), un péptido que es conside-

Efecto de la ANG 1-7 sobre la actividad de la catalasa (CAT) (izquierda) y la ac-
tividad SOD (derecha) en células Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta
concentracién de glucosa por 96 h (NG y HG respectivamente). Los valores se
muestran como la media + E.E.M. *p<0,05 y **p<0,01 con respecto al grupo
NG. N=15, por grupo.

rado como el componente activo mas pleiotrépico del
sistema renina angiotensina®'. Mediante estudios de ra-
dioligando en células de ovario de hamster chino (CHO)
transfectadas con el gen Mas, asi como en rifones de
ratones con delecion genética del gen Mas, se ha de-
mostrado que la ANG-1-7 es el ligando enddgeno del R-
Mas?. Aun mas, se conoce que la mayoria de los efectos
de la ANG-1-7 son mediados por el R-Mas, entre los que
destacan: la vasodilatacion, la antiproliferacién celular,
las acciones antiarritmogénicas, el efecto antitrombdtico,
el antidiurético o el natriurético, y finalmente sus accio-
nes sobre la funcién endotelial®*.

Se ha implicado al estrés oxidativo en la nefropatia dia-
bética*®. Efectivamente, uno de los mecanismos pro-
puestos para el dafo endotelial y renal por la hipergli-
cemia es la formacién de las ROS?* a través de varios
mediadores importantes, tales como: los AGEs, la ANG
[I'y las NRS**. Sin embargo, se ha estudiado poco el
papel de las enzimas antioxidantes renales en la nefro-
patia diabética y su posible relacion con la ANG-1-7. Al
respecto, se conoce que en los animales con diabetes
inducida por la STZ, el sistema antioxidante renal como
en otros 6rganos se encuentra inhibido, mientras que el
oxidante y nitrante se encuentra elevado®'#2%. Asi, se ha
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reportado un incremento del estado oxidativo, asociado
al aumento de la peroxidacién lipidica y de las proteinas
oxidadas totales en la corteza renal de las ratas luego
de seis semanas de ser inducida la diabetes*. En cuan-
to al sistema antioxidante, se sabe que en la nefropatia
diabética la actividad y la expresion de algunos de sus
componentes enzimaticos se encuentran alteradas. Asi,
se ha observado una disminucién de la actividad de la
CAT en los rifiones de las ratas con diabetes inducida por
la STZ**%. De igual manera, la expresién de esta enzima
se ha visto disminuida, tanto en pacientes con nefropatia
diabética®, como en el rifdn de las ratas diabéticas’*3°*7.
En este sentido nuestros resultados guardan consistencia
con estos hallazgos ya que observamos una reduccién de
la actividad de la CAT en las secciones de corteza renal
proveniente de ratas con diabetes inducida por la STZ,
asi como en las células Vero en cultivo sometidas a HG.
En relacion a la SOD los reportes son variables, asi se
ha reportado que la actividad y la expresién permanece
sin cambios¥”, aumentan®*3> o ambas disminuyen3®. En
nuestras condiciones experimentales la actividad de la
SOD total de secciones de corteza renal proveniente de
ratas con diabetes inducida por la STZ estuvo significati-
vamente reducida. La actividad reducida de la SOD po-
dria corresponder a la actividad de la CuZn-SOD, ya que
se ha demostrado que la actividad de la Mn-SOD no se
altera por la hiperglicemia en ratas Sprague Dawley con
diabetes inducida por la STZ*. La reduccién de la activi-
dad de las enzimas antioxidantes podria ser multifacto-
rial; al respecto se sabe que el O,~es capaz de inactivar
ala CAT y a la GPx*%3%, el ONOOr inactiva a la Mn-SOD
por nitracién de tirosinas®®, el NO induce inactivacion
de la CAT por formacién de un complejo CAT-nitrosilo*'.

Se ha demostrado que la ANG-1-7 actiia como nefropro-
tector reduciendo la produccién de las ROS. Efectivamen-
te, en un modelo experimental de nefropatia diabética en
el raton KK-Ay/Ta, la ANG-1-7 redujo la produccién de
ROS inducida por la estimulacion de la NAD(P)H oxida-
sa con ANG Il %2, [o que sugiere la existencia un antago-
nismo funcional entre la ANG-1-7 y la ANG Il en el dafio
renal. Ahora bien, un mecanismo adicional mediante el
cual la ANG-1-7 podria ejercer su efecto renoprotector y
antioxidante, es a través de su accién sobre la actividad
de las enzimas antioxidantes renales. Nuestros resultados
apoyan esta posibilidad ya que la ANG-1-7 previno la re-
duccién de la actividad de estas enzimas producida por
la hiperglicemia en ratas diabéticas inducida con STZ o
en células Vero en cultivo en un medio alto en glucosa.

Nuestros hallazgos confirman el papel del receptor R-
Mas en la accion renoprotectora de la ANG-1-7, ya que
los efectos de la reversion de la disminucion de la acti-
vidad CAT y SOD inducida por la ANG-1-7 fue, total o

parcialmente bloqueada por el antagonista del R-Mas, el
A799, tanto en las secciones de corteza renal provenien-
tes de ratas diabéticas como en células Vero en cultivo, lo
que apoya el papel fundamental del eje ANG-1-7/R-Mas
en la nefropatia diabética. En apoyo a estos hallazgos es-
tan los reportados por Singh, Singh y Sharma* quienes
demostraron en ratas con nefropatia diabética inducida
por la STZ, que el tratamiento con A799 in vivo fue ca-
paz de bloquear los efectos beneficiosos de la ANG-1-7
sobre los marcadores de dafio renal como la proteinuria
y los niveles de nitritos y nitratos.

Bajo un ambiente prolongado de alta concentracion de
glucosa las células tanto del epitelio tubular como las
mesangiales sufren inhibicién de la proliferacién y apop-
tosis asociada a un incremento de la formacién de las
ROS*45. Kannan y Jain** demostraron que concentracio-
nes de glucosa entre 20 y 100 mM causan una reduccion
alrededor del 50% de la viabilidad celular en compara-
cién con el control de 8 mM de glucosa. Nuestros resul-
tados apoyan estos hallazgos en cuanto que un ambiente
de alta glucosa (35 mM) produjo una reduccion de la
viabilidad de las células Vero del 50,94 + 2,48 %, siendo
este efecto inhibido significativamente por la ANG-1-7.
Estos resultados se confirman por los obtenidos en el en-
sayo de proliferacion celular a través de un método de
exclusion en el cual se muestra por un lado, un efecto
pro-proliferativo de la ANG-1-7 en condiciones basales
y por otro una inhibicién del decremento del nimero de
células vivas inducida por el ambiente glucotéxico. Todos
estos resultados sugieren un efecto protector de la ANG-
1-7 sobre dafo renal inducido por la alta glucosa in vitro.

El incremento del H,O, ha sido asociado al dafo renal
en la diabetes en modelos experimentales in vitro, ya que
esta especie reactiva induce apoptosis en varios tipos de
células renales, tales como los fibroblastos, la células me-
sangiales y del epitelio tubular*’#% 4. Zhuang y col. (48)
y Kimy col.*” demostraron que el H,O, induce apoptosis
a través de un incremento de las ROS, de la fosforilacion
de las ERK y de la activacion de la caspasa 3, en célu-
las de epitelio tubular y mesangiales, respectivamente.
Asimismo, en células Vero este inductor de estrés oxida-
tivo, produjo una disminucién de la viabilidad celular,
aumento de la fragmentacién del ADN e incremento de
la apoptosis*’. Nuestros hallazgos estan en concordancia
con los reportados ya que bajo nuestras condiciones ex-
perimentales, las células Vero fueron susceptibles a una
significativa disminucién de la viabilidad celular indu-
cida por el H,O,. Este efecto fue parcialmente inhibido
por el co-tratamiento con el ANG-1-7, consolidando
alin mas a este péptido como antioxidante y protector
del dafio oxidativo renal, posiblemente al efecto de la
ANG-1-7 sobre la actividad de la CAT y el consecuente
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incremento de la degradacién del H,O,.

En conclusion, se muestra que el tratamiento con la ANG-

1

-7 ejerce un efecto renoprotector ante el dafio oxidativo

en la diabetes a través de la recuperacion de la actividad
de las enzimas SOD y CAT. Este efecto es mediado por
el R-Mas ya que es abolido por el tratamiento con A779.
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