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ROLE OF REACTIVE OXYGEN SPECIES IN RENAL ENDOTHELIAL FUNCTION 

AND IN OBESITY-ASSOCIATED ENDOTHELIAL DYSFUNCTION 

 

Besides its role in the pathogenesis of vascular disease, reactive oxygen species 

(ROS) can act as physiological signalling molecules in the vascular wall, and ROS like 

peroxide (H2O2) are involved in the in endothelium-derived hyperpolarization (EDH) 

relaxant responses of coronary and mesenteric arterioles, where in it is released in 

response to flow or agonists (Matoba et al., 2000; Matoba et al., 2003). The role of ROS 

in kidney vascular function has mainly been investigated in the context of harmful 

NADPH oxidase- and mitochondria-derived ROS generation in diabetes and obesity-

associated kidney disease (Sharma, 2015). A substantial fraction of the endothelium-

dependent vasodilatation of renal arteries is mediated by a non-nitric oxide (NO), non-

prostanoid relaxing factor released from the endothelium (Büssemaker et al., 2003), 

whose nature remains to be elucidated. 

Obesity is a worldwide public health problem of increasing prevalence 

nowdays, associated with the development of insulin resistance, hypertension, 

dislipidemia and type 2 diabetes, jointly referred to as metabolic syndrome. Obesity 

and metabolic syndrome increase the risk of diabetic complications such as 

nephropathy and chronic kidney disease (CKD). However, recent epidemiological 

studies suggest that CKD can develop in non-diabetic obese individuals, and obesity 

represents a risk factor of CKD independent of diabetes, hypertension and other 

comorbilidities (De Vries et al., 2014). 

Both cyclooxygenase 1 (COX-1) and COX-2 are constitutively expressed in the 

kidney and COX-2 derivatives play an essential role in renal hemodynamics and 

kidney tubular function (Imig, 2006). COX-2 has been involved in the renal 

inflammatory response in obesity and COX-2 expression is increased in renal 

microvessels, kidney cortex and glomeruli and associated to renal injury (Dey et al., 

2004a). Treatment with COX-2 inhibitors decreased renal expression of 

proinflammatory cytokines, reduced albuminuria and ameliorated glomeruloesclerosis 

in the obese kidney (Dey et al., 2004a), and these agents also reduced expression of 

renal injury mediators in experimental models of diabetes and hypertension. It´s well 

established that oxidative stress is the common link for the major pathogenic pathways 

involved in the development of the micro- and macrovascular complications in 
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diabetes including diabetic nephropathy. However, the specific contribution of COX-2 

to oxidative stress renal endothelial dysfunction in obesity has not yet fully been 

addressed. 

 

AIMS 

This study sought to assess the role of ROS in renal endothelial function and the 

involvement of oxidative stress in obesity-associated endothelial dysfunction. The 

specific aims of the study were the following: 

1. To assess whether H2O2 is involved in the endothelium-dependent responses of 

intrarenal arteries. 

2. To determine the endothelial sources of ROS generation involved in the relaxant 

responses of renal arteries. 

3. To characterize the mechanisms of action of ROS like H2O2 in both renal 

endothelium and vascular smooth muscle (VSM). 

4. To investigate endothelial dysfunction and sources of oxidative stress in a rat 

model of genetic obesity/metabolic syndrome. 

5. To determine whether COX-2 is involved in oxidative stress and endothelial 

dysfunction in renal arteries in obesity. 

 

METHODS 

Renal interlobar arteries isolated from the kidney of Wistar rats for the 

functional studies, and obese Zucker rats (OZR), a model of genetic obesity/metabolic 

syndrome and their lean counterparts lean Zucker rats (LZR), were mounted in 

microvascular myographs to assess function. Superoxide (•O2‾) and H2O2 production 

were measured by chemiluminescence and fluorescence, respectively. Antioxidant 

enzymes (catalase, glutathione peroxidase –Gpx-, CuZn- and MnSOD), CYP2C11 and 

CYP2C23 enzymes and COX-2 were detected by Western blotting and by 

inmunohistochemistry. K+ currents were measured in isolated renal endothelial cells 

by patch-clamp electrophysiology. Intracellular calcium [Ca2+]i in VSM was measured 

by FURA-2 ratio-fluorometry. 
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RESULTS 

Under conditions of cyclooxygenase (COX) and nitric oxide (NO) synthase 

inhibition, acetylcholine (ACh) induced relaxations and stimulated H2O2 release that 

were reduced in the presence of catalase in rat renal interlobar arteries, suggesting the 

involvement of H2O2 in the endothelium-dependent responses. ACh relaxations were 

also blunted by the CYP2C inhibitor sulfaphenazole and by the NADPH oxidase 

inhibitor apocynin. Acetylcholine stimulated both •O2‾ and H2O2 production that were 

reduced by sulfaphenazole and apocynin. Levels of expression of the antioxidant 

enzyme CuZn- SOD were similar in intrarenal arteries and renal cortex. On the other 

hand, exogenous H2O2 relaxed renal arteries by decreasing VSM [Ca2+]i and markedly 

enhanced endothelial KCa currents in freshly isolated renal endothelial cells. CYP2C11 

and CYP2C23 epoxygenases were highly expressed in interlobar renal arteries and 

renal cortex, respectively, and were co-localized with eNOS in renal endothelial cells.  

In the present study, the specific relationships between ROS, COX-2 and 

endothelial dysfunction in renal interlobar arteries were further assessed in OZR. 

Relaxations to ACh were significantly reduced in renal arteries from OZR compared to 

their counterpart, the LZR, suggesting endothelial dysfunction. Blockade of COX with 

indomethacin and with the selective blocker of COX-2 restored the relaxations to ACh 

in obese rats. Selective blockade of the TXA2/PGH2 (TP) receptor enhanced ACh 

relaxations only in OZR, while inhibition of the prostacyclin (PGI2) receptor (IP) 

enhanced basal tone and inhibited ACh vasodilator responses only in LZR. Basal 

production of superoxide was increased in arteries of OZR and involved NADPH and 

xanthin oxidase activation and NOS uncoupling. Under conditions of NOS blockade, 

ACh induced vasoconstriction and increased ROS generation that were augmented in 

arteries from OZR and blunted by COX-2 inhibition and by the ROS scavenger tempol. 

H2O2 evoked both endothelium- and VSM-dependent contractions, as well as ROS 

generation that was reduced by COX-2 inhibition. In addition, COX-2 expression was 

enhanced in both VSM and endothelium of renal arteries from OZR.  
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CONCLUSIONS 

1. These results demonstrate that H2O2 is involved in the EDH-type relaxant 

responses of renal arteries. 

2. H2O2 activates K+ currents in renal endothelial cells thus initiating an EDH 

response further spread to VSM. 

3. H2O2 relaxes renal VSM through both calcium dependent and calcium-

independent mechanisms. 

4. CYP2C epoxygenases are physiologically relevant endothelial sources of 

vasodilator H2O2 in the kidney. 

5. Intrarenal arteries exhibit endothelial dysfunction in obese rats associated to 

increased oxidative stress derived from NADPH oxidases, xanthin oxidase and 

uncoupled NOS.  

6. Increased COX-2-dependent vasoconstriction contributes to renal endothelial 

dysfunction through enhanced ROS generation in obesity. COX-2 activity is in 

turn upregulated by ROS. 

 

Key words:  

Key words: H2O2, endothelium, renal arteries, cytochrome P450 (CYP), endothelium-

derived-hyperpolarization (EDH), obesity, COX-2, endothelial dysfunction, oxidative 

stress 
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PAPEL DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO EN LA FUNCIÓN 

ENDOTELIAL RENAL Y EN LA DISFUNCIÓN ENDOTELIAL ASOCIADA A LA 

OBESIDAD 

 

Además de su papel en la patogénesis de la enfermedad vascular, las especies 

reactivas de oxígeno (ROS) pueden actuar como moléculas de señalización fisiológica 

en la pared vascular, y ROS como el H2O2 están implicadas en las respuestas relajantes 

mediadas por la hiperpolarización derivada del endotelio (EDH) de arteriolas 

coronarias y mesentéricas, donde se libera en respuesta al flujo o a agonistas (Matoba 

et al., 2000; Matoba et al., 2003). El papel de las ROS en la función vascular renal ha 

sido investigado en el contexto perjudicial de la generación de ROS derivadas de 

NADPH oxidasa y mitocondria en diabetes y enfermedad renal asociada a obesidad 

(Sharma, 2015). Una fracción sustancial de la vasodilatación dependiente del endotelio 

de arterias renales está mediada por el factor relajante no-óxido nítrico (NO), no-

prostanoide liberado por el endotelio (Büssemaker et al., 2003), cuya naturaleza aún se 

desconoce. 

La obesidad es un problema mundial de salud pública cuya prevalencia 

continúa aumentando en la actualidad, asociada con el desarrollo de la resistencia a la 

insulina, hipertensión, dislipidemia y diabetes tipo 2, conocidos en su conjunto como 

síndrome metabólico. La obesidad y el síndrome metabólico aumentan el riesgo de 

complicaciones diabéticas como la nefropatía y la enfermedad renal crónica (ERC). Sin 

embargo, estudios epidemiológicos recientes sugieren que la ERC puede desarrollarse 

en individuos obesos no diabéticos, y la obesidad representa un factor de riesgo de 

ERC independiente de la diabetes, la hipertensión y otras comorbilidades (De Vries et 

al., 2014). 

Tanto la ciclooxigenasa 1 (COX-1) como la COX-2 se expresan 

constitutivamente en el riñón y los derivados de la COX-2 juegan un papel esencial en 

la función hemodinámica renal y en la función tubular renal (Imig, 2006). La COX-2 ha 

sido implicada en la respuesta inflamatoria renal en la obesidad y la expresión de la 

COX-2 aumenta en microvasos renales, corteza renal y glomérulos y se asocia a 

insuficiencia renal (Dey et al., 2004a). El tratamiento con inhibidores de la COX-2 

disminuyó la expresión renal de citoquinas proinflamatorias, redujo la albuminuria y 

mejoró la glomeruloesclerosis en el riñón obeso (Dey et al., 2004a), y estos agentes 
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también redujeron la expresión de mediadores de lesiones renales en modelos 

experimentales de diabetes e hipertensión. Está claramente definido que el estrés 

oxidativo es el eslabón común entre las principales vías patógenas implicadas en el 

desarrollo de las complicaciones micro y macrovasculares en la diabetes, incluyendo la 

nefropatía diabética. Sin embargo, la contribución específica de la COX-2 al estrés 

oxidativo y a la disfunción endotelial renal en la obesidad aún no ha sido determinada.  

 

OBJETIVOS 

Este estudio pretendió evaluar el papel de las ROS en la función endotelial 

renal y la participación del estrés oxidativo en la disfunción endotelial asociada a 

obesidad. Los objetivos específicos del estudio fueron los siguientes. 

1. Evaluar si el H2O2 está implicado en las respuestas derivadas del 

endotelio de   arterias intrarrenales. 

2. Determinar las fuentes endoteliales de generación de ROS implicadas en 

las respuestas relajantes de arterias renales. 

3. Caracterizar los mecanismos de acción de las ROS como el H2O2 tanto en 

el endotelio como en el músculo liso vascular (MLV) renal. 

4. Investigar la disfunción endotelial y las fuentes del estrés oxidativo en 

un modelo de rata de obesidad genética/síndrome metabólico. 

5. Determinar si la COX-2 está involucrada en el estrés oxidativo y la 

disfunción endotelial en arterias renales en la obesidad. 

 

MÉTODOS 

Las arterias interlobares renales aisladas del riñón de ratas Wistar para los 

estudios funcionales y las ratas Zucker obesas (RZO), un modelo de obesidad genética 

y síndrome metabólico y sus homólogas controles ratas Zucker lean (RZL), se 

montaron en miógrafos microvasculares para evaluar la función. La producción de 

superóxido (•O2‾) y H2O2 se midió por quimioluminiscencia y fluorescencia, 

respectivamente. Las enzimas antioxidantes (catalasa, glutatión peroxidasa -Gpx-, 

CuZn- y MnSOD), las enzimas CYP2C11 y CYP2C23 y COX-2 se detectaron mediante 

Western Blott e inmunohistoquímica. Las corrientes de K+ se midieron en células 

endoteliales renales aisladas mediante la técnica de electrofisiología de patch clamp. El 

calcio intracelular [Ca2+]i en el MLV se midió mediante fluorometría-relación FURA-2. 
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RESULTADOS 

En condiciones de inhibición de la ciclooxigenasa (COX) y NO sintasa, la 

acetilcolina (ACh) indujo relajaciones y estimuló la liberación de H2O2 que se redujeron 

en presencia de catalasa en las arterias interlobares renales de rata, sugiriendo la 

implicación del H2O2 en las respuestas endoteliales. Las relajaciones de ACh también 

fueron inhibidas por el inhibidor CYP2C sulfafenazol y por el inhibidor de la NADPH 

oxidasa apocinina. La ACh estimuló la producción de •O2‾ y H2O2 que se redujeron 

con sulfafenazol y apocinina. Los niveles de expresión de la enzima antioxidante 

CuZn-SOD fueron similares en las arterias intrarrenales y en la corteza renal. Por otra 

parte, el H2O2 exógeno relajó las arterias renales disminuyendo la [Ca2+]i en el MLV y 

aumentó de forma significativa las corrientes de KCa endotelial en células endoteliales 

renales aisladas frescas. Las epoxigenasas CYP2C11 y CYP2C23 se expresaron 

altamente en las arterias renales interlobares y en la corteza renal, respectivamente, y 

se co-localizaron con eNOS en células endoteliales renales.  

En el presente estudio, las relaciones específicas entre las ROS, COX-2 y la 

disfunción endotelial en las arterias interlobares renales se evaluaron adicionalmente 

en RZO. Las relajaciones a la ACh se redujeron significativamente en las arterias 

renales de RZO en comparación con su control, la RZL, indicando disfunción 

endotelial. El bloqueo de COX con indometacina y con el inhibidor selectivo de COX-2 

restauraron las relajaciones en respuesta a la ACh en ratas obesas. El bloqueo selectivo 

del receptor TXA2/PGH2 (TP) mejoró las relajaciones inducidas por ACh sólo en RZO, 

mientras que la inhibición del receptor de prostaciclina (PGI2) (IP) aumentó el tono 

basal e inhibió las respuestas vasodilatadoras de ACh únicamente en RZL. La 

producción basal de •O2‾ se incrementó en las arterias de RZO implicando la 

activación de la NADPH y xantina oxidasa (XO) y NOS desacoplada. En condiciones 

de inhibición de la NOS, la ACh produjo vasoconstricción y aumento de la generación 

de ROS que fue mayor en las arterias de RZO y reducido por la inhibición de COX-2 y 

por el scavenger de ROS tempol. El H2O2 generó contracciones dependientes del 

endotelio y del MLV, así como la generación de ROS que se redujo por la inhibición de 

la COX-2. Además, la expresión de COX-2 fue mayor tanto en el MLV como en el 

endotelio de las arterias renales de RZO.  
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CONCLUSIONES 

1. El H2O2 está implicado en las respuestas relajantes de tipo EDH en arterias 

renales.  

2. El H2O2 activa corrientes de K+ en células endoteliales renales iniciando así una 

respuesta EDH extendida posteriormente al MLV. 

3. El H2O2 relaja el MLV renal a través de mecanismos tanto dependientes como 

independientes de calcio. 

4. Las epoxigenasas CYP2C son fuentes fisiológicamente relevantes del H2O2 

vasodilatador en el riñón. 

5. Las arterias intrarrenales presentan disfunción endotelial en ratas obesas 

asociada al incremento del estrés oxidativo derivado de NADPH oxidasas, XO 

y NOS desacoplada.  

6. El aumento de la vasoconstricción dependiente de la COX-2 contribuye a la 

disfunción endotelial renal mediante la generación de ROS en la obesidad. La 

actividad de la COX-2 es a su vez regulada al alza por las ROS. 

 

Palabras clave:  

H2O2, endotelio, arterias renales, citocromo P450 (CYP), hiperpolarización derivada del 

endotelio (EDH), obesidad, COX-2, disfunción endotelial, estrés oxidativo 
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ABREVIATURAS 

ACh Acetilcolina 

ADMA Dimetil arginina asimétrica 

ADP Adenosín difosfato 

ADRF Factor relajante derivado de adipocito 

AGEs Productos finales de glicosilación avanzada 

AINES Antiinflamatorios no esteroideos 

AMPK Proteína quinasa activada por AMP 

Ang II Angiotensina II 

ANP Péptido natriurético atrial 

AP-1 Proteína activadora-1 

APPL1 Proteína adaptadora 

AT1 Receptor de angiotensina II tipo 1 

ATP Adenosina 5’-trifosfato  

BKCa 
Canales de potasio activados por calcio de alta 

conductancia 

BH4 Tetrahidrobiopterina 

BMP4 Proteína morfogénica ósea 4 

BNP Péptido natriurético cerebral 

Ca2+ Ión calcio 

[Ca2+] i Concentración de calcio intracelular 

CAD Cardiopatía coronaria Adenilato ciclasa  
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cAMP Adenosín monofosfato cíclico 

CAT-1 Transportador de aminoácidos catiónico 1 

CDC Centros para el control y prevención de enfermedades 

Cl- Ión cloro 

cGMP Guanosín monofosfato cíclico 

CGRP Péptido relacionado con el gen de la calcitonina 

CO2 Dióxido de carbono 

CO3H- Ión bicarbonato 

COX  Ciclooxigenasa 

CPA Ácido ciclopiazónico 

cPGES Enzima de síntesis de prostaglandina E citosólica 

cPLA2 Fosfolipasa A2 dependiente de calcio 

CSF-1 Factor estimulante de colonias 1 

Cu Cobre 

CYP Citocromo 

CYP450 Citocromo P450 

DAG Diacilglicerol 

DHETE Ácido dihidroxiecosatetraenoico 

DOCA Acetato de deoxicorticosterona 

DPI Difenilen iodonio 

DPP4 Dipeptidil peptidasa-4 

ECA Enzima conversora de angiotensina 
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EDCF Factor contráctil derivado del endotelio 

EDH Hiperpolarización derivada del endotelio 

EDHF Factor hiperpolarizante derivado del endotelio 

EDRF Factor relajante derivado del endotelio 

EET Ácido epoxieicosatrienoico 

ENaC Canal de Na+ epitelial 

eNOS Enzima de síntesis de óxido nítrico endotelial 

ERα Receptor de estrógeno α 

ERC Enfermedad renal crónica 

ET Endotelina 

Fe3+ Ión hierro 

FGR Filtración glomerular 

FMD Dilatación mediada por flujo 

FPR Flujo plasmático renal 

FSR Flujo sanguíneo renal 

GLP-1 Péptido similar al glucagón tipo 1 

GRK2 Proteína quinasa 2 acoplada a proteína G  

GTP Guanosín trifosfato 

GTPCH I Guanosín trifosfato ciclohidrolasa I 

5-HT Serotonina 

H+ Hidrogeniones 

HDL Proteína de alta densidad 
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HETE Ácido hidroxiecosatetraenoico 

HIF Factor inducible por hipoxia 

HO-1 Hemo oxigenasa-1 

HOCl Ácido hipocloroso 

H-PGDS Enzima de síntesis de prostaglandina D hematopoyética 

H2S Sulfuro de hidrógeno 

HSP Proteína de choque térmico 

ICAM Molécula de adhesión intracelular 

IFNγ Interferón γ 

IL Interleucina 

iNOS Óxido nítrico sintasa inducible 

IP Receptor de prostaciclina 

IP3 Inositol trifosfato  

iPLA2 Fosfolipasa A2 independiente de calcio 

IRI Insuficiencia por isquemia-reperfusión  

IRS Sustrato de insulina 

JNK c-Jun N-terminal quinasa 

K+ Ión potasio 

KCa Canales de potasio activados por calcio 

Keap-1 Proteína asociada a ECH-1 de tipo Kelch 

KLF2 Factor 2 de tipo Krüppel 

KPSS Solución salina fisiológica rica en potasio 
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LDL Proteína de baja densidad 

LKB1 Quinasa hepática B1 

L-NOARG Nω-Nitro-L-arginina 

LPS Endotoxinas 

LRA Lesión renal aguda 

L-PGDS 
Enzima de síntesis de prostaglandina D de tipo 

lipocalina 

LOX Lipooxigenasa 

LT Leucotrieno 

LX Lipoxina 

MAPK Proteína quinasa activada por mitógeno 

MC1 Melanocortina 1 

MCP-1 Proteína quimiotáctica de monocitos 1 

MIP-2 Proteína inflamatoria de macrófagos 2 

MLV Músculo liso vascular 

Mn Manganeso 

mPGES1 Enzima de síntesis 1 de prostaglandina E microsomal 

mPGES2 Enzima de síntesis 2 de prostaglandina E microsomal 

MR Receptor de mineralocorticoide 

mRNA Ácido ribonucleico mensajero 

MSH Hormona estimulante de melanocitos 

Na+ Ión sodio 
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NaCl Cloruro sódico 

NADPH Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

NFκB 
Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa 

de las células B activadas 

NFR-1 Factor nuclear respiratorio 1 

NFR-2 Factor nuclear eritroide 2 

NHE Intercambiador Na+/H+ 

NO Óxido nítrico  

NO2 Dióxido de nitrógeno 

NOS Enzima de síntesis de óxido nítrico 

Nox NADPH oxidasa 

•O2‾ Anión superóxido 

•OH Anión hidroxilo 

ONOO‾ Anión peroxinitrito 

Pi Fosfato inorgánico 

PDK-1 Piruvato deshidrogenasa quinasa 1 

PG Prostaglandina 

PGD2 Prostaglandina D2 

PGDS Enzima de síntesis de prostaglandina D 

PGE2 Prostaglandina E2 

PGES Enzima de síntesis de prostaglandina E 

PGF2α Prostaglandina F2α 
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PGFS Enzima de síntesis de prostaglandina F 

PGG2 Prostaglandina G2  

PGH2 Prostaglandina H2 

PGI2 Prostaciclina I2 

PGIS Enzima de síntesis de prostaciclina 

phox Fagocito oxidasa 

PKA Proteína quinasa A  

PKB Proteína quinasa B 

PKC Proteína quinasa C  

PKCβ Proteína quinasa C-β 

PKG Proteína quinasa G 

PKG1α Proteína quinasa G1α 

PLA2 Fosfolipasa A2 

PLC Fosfolipasa C 

PLD Fosfolipasa D 

PPARδ Receptor de peroxisoma proliferador activado δ 

PPARγ Receptor de peroxisoma proliferador activado γ 

PSS Solución salina fisiológica 

PTCs Células de túbulos proximales 

PTX3 Pentraxina 3 

PVAT Tejido adiposo perivascular 

PVDF Fluoruro de polivinilideno 
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RAGE Receptor de productos finales de glicosilación avanzada 

RANTES 
Citoquina expresada y secretada por el linfocito T normal 

en función de su grado de activación 

RE Retículo endoplasmático 

RNS Especies reactivas de nitrógeno 

ROS Especies reactivas de oxígeno 

RVR Resistencia vascular renal 

RZL Rata zucker lean 

RZO Rata zucker obesa 

S1P Esfingosina 1-fosfato 

sEH Hidrolasa epóxido soluble 

SERCA Ca2+-ATPasa del retículo endoplásmico-sarcoplásmico 

sGC Guanilil ciclasa soluble 

SHR Rata espontáneamente hipertensa 

SM Síndrome metabólico  

SOD Superóxido dismutasa 

STIM1 Molécula de interacción con el estroma 1 

Tfam Factor de transcripción mitocondrial A 

TGF-β Factor de crecimiento β 

TLR4 Receptor de tipo Toll 4 

TNF-α Factor de necrosis tumoral α 

TP Receptor de tromboxano 
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TRPV Receptor de potencial transitorio endotelial 

TXA2 Tromboxano A2 

UCP2 Proteína-2 desacoplada 

Up4A Uridina adenosina tetrafosfato 

UPR Respuesta proteica desacoplada 

URAT1 Transportador de urato 1 

UV Luz ultravioleta   

VASP Fosfoproteína estimulada por vasodilatadores 

VDR Receptor de vitamina D 

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular 

WKY Wistar Kyoto 

XO Xantina oxidasa 

Zn Zinc 
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1.1  REGULACIÓN DEL FLUJO SANGUÍNEO RENAL 

Los riñones son órganos que realizan tanto una función excretora como 

reguladora en la homeostasis, aunque su función excretora es crucial para la regulación 

de la composición y el volumen de los líquidos corporales. Los riñones participan en el 

control de la osmolalidad y el volumen del líquido extracelular, el equilibrio de los 

electrolitos y el equilibrio acidobásico.  

Mientras que el control de la osmolalidad de los líquidos corporales es 

importante para el mantenimiento del volumen celular en todos los tejidos del 

organismo, el control del volumen es necesario para el funcionamiento normal del 

sistema cardiovascular. Los riñones también son esenciales para regular la cantidad de 

diversos iones inorgánicos importantes en el organismo, incluyendo Na+, K+, Cl-, 

bicarbonato (CO3H-), hidrogeniones (H+), Ca2+ y fosfato inorgánico (Pi). La excreción de 

estos electrolitos debe ser igual a su ingesta diaria, para mantener el equilibrio 

adecuado. Si la ingesta de un electrolito excede su excreción, su cantidad en el 

organismo se incrementará, y el sujeto tendrá un equilibrio positivo para este 

electrolito. Por el contrario, si la excreción de un electrolito supera la ingesta, su 

cantidad en el organismo se reducirá, y el sujeto presentará un equilibrio negativo para 

ese electrolito. Los riñones son la única o la principal vía de excreción del organismo de 

muchos electrolitos. 

Otra función importante de los riñones es la regulación del equilibrio 

acidobásico. Muchas de las funciones metabólicas del organismo son sensibles al pH. 

Por ello, el pH de los líquidos corporales debe mantenerse entre unos límites estrechos. 

El pH se mantiene mediante los tampones de los líquidos corporales y la acción 

coordinada de pulmones, hígado y riñones (Barrett et al., 2010). 

Además, los riñones excretan productos del catabolismo proteico entre los que 

se incluyen urea (de los aminoácidos), ácido úrico (de los ácidos nucleicos), creatinina 

(de la creatina muscular), productos finales del metabolismo de la hemoglobina y 

metabolitos de las hormonas, así como también sustancias extrañas como fármacos, 

pesticidas y otros compuestos químicos. 
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Finalmente, los riñones son importantes órganos endocrinos que producen y 

segregan hormonas, entre ellas, renina, calcitriol y eritropoyetina. La renina activa el 

sistema renina-angiotensina-aldosterona, que ayuda a regular la presión sanguínea y el 

equilibrio Na+-K+. El calcitriol, un metabolito de la vitamina D3, es necesario para la 

absorción normal del calcio en el tracto gastrointestinal y para su depósito en el hueso. 

Por último, la eritropoyetina estimula la formación de eritrocitos por la médula ósea. 

Los riñones son órganos dobles que se sitúan en la pared abdominal posterior 

por detrás del peritoneo, a ambos lados de la columna vertebral. La cara medial de 

cada riñón contiene una hendidura a través de la cual pasan la arteria y la vena renal, 

los nervios y la pelvis. Si se corta un riñón por la mitad se observan dos regiones: una 

región externa o corteza, y una región interna, la médula. La corteza y la médula se 

componen de nefronas, vasos sanguíneos, linfáticos y nervios. La médula en el riñón 

humano se divide en áreas cónicas denominadas pirámides renales. La base de cada 

pirámide se origina en el límite corticomedular, y el ápex termina en una papila que 

reposa dentro de un cáliz menor. Los cálices menores recogen la orina de cada papila. 

Los numerosos cálices menores se expanden en dos o tres bolsas abiertas, los cálices 

mayores. Los cálices mayores terminan en la pelvis. La pelvis representa el extremo 

abierto y extendido del uréter, que lleva la orina de la pelvis renal a la vejiga urinaria. 

Las paredes de cálices, pelvis y uréter contienen músculo liso, que se contrae para 

propulsar la orina hacia la vejiga urinaria. 
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Figura 1. Corte de un riñón humano que muestra su estructura interna. Tomado de Marsh (1983) y Barrett 
et al., (2010). 

El flujo sanguíneo a los dos riñones es equivalente al 25% del gasto cardíaco 

(1,25 l/min) en los individuos en reposo. Las ramas de las arterias renales 

progresivamente forman la arteria interlobar, arteria arcuata, arteria interlobular y las 

arteriolas aferentes, que forman los capilares glomerulares (glomérulo). Los capilares 

glomerulares se reúnen en la arteriola eferente que conduce a la formación de una 

segunda red de capilares, los capilares peritubulares, los cuales aportan la sangre a la 

nefrona. Los capilares del sistema venoso discurren paralelos a los vasos arteriales y, 

progresivamente, forman la vena interlobar, vena arcuata, vena interlobular y vena 

renal cuyo curso trascurre al lado del uréter (Barrett et al., 2010). 
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Figura 2. Anatomía renal microvascular. Pequeños vasos derivados de ramas de la arteria renal forman 
arterias interlobulares, arcuatas y arterias interlobulillares, que se convierten en arteriolas aferentes 
suministrando sangre al glomérulo. Adaptado de Barrett et al., (2010). 

La unidad funcional del riñón es la nefrona y cada riñón humano contiene 

aproximadamente 1,2 millones de nefronas. La nefrona se compone de corpúsculo 

renal, túbulo proximal, asa de Henle, túbulo distal y sistema de conductos colectores 

(se considera parte de la nefrona por simplicidad aunque no forma parte de la nefrona 

en realidad). El corpúsculo renal se compone de los capilares glomerulares y la cápsula 

de Bowman. El túbulo proximal forma al inicio varias curvas a las que sucede un 

segmento recto que desciende hacia la médula. El siguiente segmento es el asa de 

Henle, que se compone de una parte recta a continuación del túbulo proximal, el asa 

descendente delgada (que termina en una horquilla), el asa ascendente delgada (sólo 

en las neuronas con largas asas de Henle), y el asa ascendente gruesa. Casi al terminar 

el asa ascendente gruesa, el túbulo pasa entre las arteriolas aferente y eferente de la 

misma nefrona. Este corto segmento del asa ascendente gruesa se denomina mácula 

densa. El túbulo distal comienza un poco más allá de la mácula densa y se extiende 

Arteria interlobar 
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hasta un punto en la corteza en el que dos o más nefronas se unen para formar el 

túbulo colector cortical. Este conducto penetra en la médula y se transforma en el 

túbulo colector medular externo y, después, en el túbulo colector medular interno. Las 

acciones coordinadas de los diferentes segmentos de la nefrona determinan la cantidad 

de una sustancia que aparecerá en la orina. Se realizan tres procesos principales: la 

filtración glomerular, la reabsorción de sustancias desde el líquido tubular hacia la 

sangre, y en algunos casos, la secreción de sustancias desde la sangre al líquido tubular 

(Barrett et al., 2010). 

El flujo sanguíneo renal (FSR) equivale aproximadamente al 20% del gasto 

cardíaco a pesar de que los riñones representan tan sólo un 0.4% del peso corporal 

total, siendo el mismo alrededor de 400ml/min por 100 g de tejido. En la mayoría de 

los órganos, los cambios en la actividad metabólica van acoplados a cambios en el flujo 

sanguíneo. Sin embargo, en el riñón, las variaciones en el flujo sanguíneo provocan 

modificaciones en el consumo de O2 (alrededor de 5ml O2/min por 100g), permitiendo 

que gran cantidad de plasma sea filtrado y reabsorbido para así formar la orina 

(Klabunde, 2012). 

El flujo de sangre a través de los riñones tiene diversas funciones importantes: 

1. Determina indirectamente la filtración glomerular. 

2. Modifica la relación de absorción de agua y solutos por el túbulo proximal. 

3. Participa en la concentración y la dilución de la orina. 

4. Aporta O2, nutrientes y hormonas a las células de la nefrona, y recoge CO2, 

líquidos y solutos reabsorbidos a la circulación general. 

5. Aporta sustratos para su excreción en la orina (Barrett et al., 2010). 

1.1.1  Autorregulación del flujo sanguíneo renal 

Como la mayoría de los órganos, los riñones regulan su flujo sanguíneo 

ajustando la resistencia vascular como respuesta a los cambios en la presión arterial 

(entre 80 y 180 mm Hg) para que permaneza relativamente constante (Barrett et al., 

2010). La autorregulación del flujo sanguíneo va acompañada de la autorregulación de 

la filtración glomerular (FGR) de tal forma que la filtración permanece constante 

dentro de un amplio rango en los valores de las presiones arteriales. Para que esto sea 

posible, la presión del capilar glomerular no varía a pesar de que la presión arterial sí 
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lo haga. La autorregulación se consigue por los cambios en la resistencia vascular, 

principalmente por la arteriola aferente del riñón. 

Existen dos mecanismos responsables de la autorregulación renal: uno de ellos 

es el mecanismo miogénico y el otro se conoce como retroalimentación 

tubuloglomerular. El primer mecanismo se relaciona con una propiedad intrínseca del 

MLV. Por ello, cuando la presión arterial disminuye, la arteriola aferente y el músculo 

liso se relajan y por el contrario, un incremento de la presión arterial induce que la 

arteriola aferente se distienda y se contraiga el músculo liso. Por otro lado, el 

mecanismo de retroalimentación tubuloglomerular consiste en que los cambios en la 

presión de perfusión alteran la FGR y por lo tanto, el flujo tubular, y las variaciones 

resultantes de la concentración de NaCl es detectada por la mácula densa del aparato 

yuxtaglomerular y convertida en una o varias señales para que la arteriola aferente se 

contraiga o se dilate. La mácula densa del aparato yuxtaglomerular es un grupo de 

células especializadas del túbulo distal que se encuentra junto a la arteriola aferente a 

medida que el túbulo distal se aproxima al glomérulo. Dichas células, detectan la 

osmolaridad de los solutos, en especial del NaCl. Algunos investigadores, han 

propuesto que la adenosina (la cual se considera un vasoconstrictor en el riñón), la 

angiotensina II producida localmente (como vasoconstrictor) o vasodilatadores como el 

NO, PGE2 y prostaciclina están implicados en la retroalimentación tubular y 

autorregulación (Klabunde, 2012). 

La autorregulación del FSR y de la FGR es un mecanismo eficaz para desacoplar 

la función renal y la presión arterial y asegurar que la excreción de solutos y líquidos 

permanece constante.  

Se deben tener en cuenta tres aspectos con respecto a la autorregulación:  

1. La autorregulación está ausente si la presión arterial es inferior a 90 mmHg. 

2. La autorregulación no es perfecta; el FSR y la FGR cambian ligeramente a 

medida que varía la presión sanguínea. 

3. A pesar de la autorregulación, la FGR y el FSR pueden alterarse por la 

acción de ciertas hormonas y por cambios en la actividad de los nervios 

simpáticos (Barrett et al., 2010). 
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1.1.2  Regulación neurohumoral del flujo sanguíneo renal 

 Los nervios renales regulan el flujo plasmático renal, la FGR y la reabsorción de 

agua y electrolitos por la nefrona. Los nervios proporcionan al riñón fibras nerviosas 

simpáticas que proceden del plexo celíaco. No hay inervación parasimpática. Las fibras 

adrenérgicas discurren adyacentes a las células del músculo liso de las ramas mayores 

de la arteria renal (arterias interlobar, arcuata e interlobular) y las arteriolas aferentes y 

eferentes. Además, los nervios simpáticos inervan las células granulares productoras 

de renina de la arteriola aferente. La secreción de renina se estimula por el aumento de 

la actividad simpática. Las fibras nerviosas también inervan el túbulo proximal, el asa 

de Henle, el túbulo distal y el conducto colector; la activación de los nervios simpáticos 

aumenta la reabsorción de Na+ por estos segmentos de la nefrona. Las arteriolas 

aferentes y eferentes están inervadas por neuronas simpáticas, aunque el tono 

simpático es mínimo cuando el volumen de líquido extracelular es normal. Los nervios 

simpáticos liberan noradrenalina y dopamina, y la adrenalina es secretada por la 

médula adrenal. La noradrenalina y la adrenalina causan vasoconstricción al unirse a 

los adrenoceptores α1, que se localizan principalmente en las arteriolas aferentes. La 

activación de los adrenoceptores α1 reduce la FGR y el FSR. La deshidratación o un 

fuerte estímulo emocional, como el miedo o el dolor, activan los nervios simpáticos y 

reducen la FGR y el FSR. La renalasa, una hormona que metaboliza las catecolaminas 

producidas por el riñón, facilita la degradación de las mismas. 

La angiotensina II se produce sistémicamente y también de forma local en el 

riñón. Contrae las arteriolas aferentes y eferentes y reduce el FSR y la filtración 

glomerular. La arteriola eferente es más sensible a la angiotensina II que la arteriola 

aferente. Por ello, con bajas concentraciones de angiotensina II, predomina la 

contracción de la arteriola eferente, y la FGR y el FSR se reducen en proporción. Sin 

embargo, con altas concentraciones de angiotensina II, se produce una contracción 

tanto de la arteriola aferente como de la arteriola eferente, y la FGR y el FSR no se 

reducen de forma proporcionada. Teniendo en cuenta lo anterior, la noradrenalina, la 

adrenalina y la angiotensina II actúan juntas para reducir el FSR y la filtración 

glomerular, y por ello aumentan la presión sanguínea y el volumen del líquido 

extracelular (Barrett et al., 2010). 
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1.1.3  Regulación local del flujo sanguíneo renal 

Las células endoteliales desempeñan un papel fundamental en la regulación de 

la resistencia de las arteriolas aferentes y eferentes al producir un número de hormonas 

paracrinas, que incluyen NO, prostaciclina (PGI2), endotelina 1 (ET-1) y angiotensina II. 

Estas hormonas regulan la concentración y la relajación de las células musculares lisas 

de las arteriolas aferentes y eferentes, y las células mesangiales. Las fuerzas de 

cizallamiento o shear stress, y numerosas hormonas vasoactivas, ACh, histamina, 

bradiquinina y ATP estimulan la liberación de NO del endotelio, que aumenta el FSR y 

la filtración glomerular. El NO, un factor relajante derivado del endotelio, es un 

vasodilatador importante en condiciones basales, y se opone a la vasoconstricción 

producida por la angiotensina II y las catecolaminas. Cuando el flujo sanguíneo 

aumenta, aumenta la producción de NO. Una producción aumentada de NO, produce 

la dilatación de las arteriolas aferentes y eferentes de los riñones. Mientras que unos 

niveles aumentados de NO reducen las resistencias periféricas totales, la inhibición de 

la producción de NO aumenta las resistencias periféricas totales. 

La enzima conversora de angiotensina (ECA) localizada en la superficie de las 

células endoteliales de la arteriola aferente y los capilares glomerulares, convierte la 

angiotensina I, una hormona inactiva, en angiotensina II, una hormona activa, que 

disminuye la FGR y el FSR. La angiotensina se produce localmente en las células 

glanulares en la arteriola aferente y en las células del túbulo proximal. La secreción de 

la PGI2 y la PGE2 por las células endoteliales, se estimula por la actividad de los nervios 

simpáticos y de la angiotensina II, y aumentan la FGR y el FSR. La ECA degrada y por 

ello inactiva la bradiquinina. Además, aumenta los niveles de angiotensina II y reduce 

los niveles de bradiquinina (Barrett et al., 2010). 

La liberación de ET-1 por las células endoteliales disminuye la FGR y el FSR. La 

ET-1 es un potente vasoconstrictor segregado por las células endoteliales de los vasos 

renales, las células mesangiales y las células del túbulo distal como respuesta a la 

angiotensina II, bradiquinina, adrenalina y estrés de cizalladura endotelial. La ET-1 

produce una profunda vasoconstricción de las arteriolas aferentes y eferentes, y reduce 

la FGR y el FSR. Aunque este potente vasoconstrictor puede no influir ni en FGR ni en 

el FSR en los sujetos en reposo, la producción de ET-1 está elevada en diversas 
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enfermedades glomerulares (por ejemplo, en la enfermedad renal asociada con la 

diabetes mellitus). 

La kalicreína es una enzima proteolítica producida por el riñón. La kalicreína 

fragmenta el cininógeno circulante produciendo bradiquinina, que es un vasodilatador 

que actúa estimulando la liberación de NO y prostaglandinas. La bradiquinina 

aumenta la FGR y el FSR. 

La adenosina se produce en el riñón, causa vasoconstricción de la arteriola 

aferente, por ello, reduce la FGR y el FSR y como se ha mencionado anterioremente, 

desempeña un papel fundamental en la retroalimentación tubuloglomerular. 

La secreción del péptido natriurético atrial (ANP) por la aurícula cardíaca, y del 

péptido natriurético cerebral (BNP) por el ventrículo cardíaco, aumentan cuando se 

expande el volumen de líquido extracelular. Tanto ANP como BNP dilatan la arteriola 

aferente y contraen la arteriola eferente. Por ello, ANP y BNP producen una ligera 

elevación de la FGR con pequeños cambios en el FSR. 

Las células liberan ATP al fluido renal intersticial. El ATP tiene un efecto dual 

sobre la FGR y el FSR. Bajo ciertas condiciones, el ATP contrae la arteriola aferente, 

reduce la FGR y el FSR y puede desempeñar un papel crucial en la retroalimentación 

tubuloglomerular. Por el contrario, el ATP puede estimular la producción de NO y 

aumentar la FGR y el FSR. 

La liberación local de histamina modula el FSR durante el estado de reposo, y 

durante la inflamación y la lesión. La histamina disminuye las resistencias de las 

arteriolas aferentes y eferentes y, por ello, aumenta el FSR sin elevar la filtración 

glomerular. 

El túbulo proximal produce la sustancia vasodilatadora dopamina, la cual, 

ejerce varias acciones en el riñón, como el aumento del FSR y la inhibición de la 

liberación de renina (Barrett et al., 2010). 
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1.1.3.1 Regulación del flujo sanguíneo renal por prostaglandinas 

El término eicosanoides hace referencia a los metabolitos C20 que se generan por 

tres vías enzimáticas principales: la de la ciclooxigenasa (COX), la de la lipooxigenasa 

(LOX) y la del citocromo P450 (CYP450). Los principales eicosanoides biológicos 

derivan del ácido araquidónico liberado de la membrana de fosfolípidos mediante la 

acción de fosfolipasas. Con respecto a la función vascular renal, los eicosanoides 

biológicamente activos derivados de las células endoteliales y de las células del MLV, 

actúan como reguladores de la hemodinámica renal (Quilley et al., 1995;  Imig, 2000a; 

Roman, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Metabolización del ácido araquidónico mediante las vías de la COX, CYP450 y LOX. Tomado de 
Imig (2006). 
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El efecto de cada prostanoide tiene lugar a diferentes niveles, incluyendo las 

reacciones enzimáticas catalizadas secuencialmente por la COX y la sintasa del 

prostanoide y la interacción con sus receptores para llevar a cabo sus funciones. Los 

prostanoides derivados de la COX actúan de forma autocrina o paracrina y pueden 

servir como tampones fisiológicos, protegiendo el riñón de cambios funcionales 

excesivos durante el estrés fisiológico. Gracias a dichas acciones, los prostanoides 

juegan un papel importante en el mantenimiento de la función renal, la homeostasis de 

los fluidos corporales y la presión sanguínea (Hao & Breyer, 2008). 

Los prostanoides son un grupo de mediadores lípidos derivados del 

metabolismo enzimático del ácido araquidónico, en el cual participa la COX que es la 

principal diana terapéutica de las acciones de analgésicos, antipiréticos y 

antiinflamatorios de los fármacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) (Vane, 

1971; Oaetes, 1982; Smith, 1992). Los últimos estudios demuestran que los prostanoides 

derivados de la COX, también juegan un papel crucial en la participación de múltiples 

procesos celulares tales como la proliferación, la diferenciación y la apoptosis celular y 

en el control de la homeostasis del organismo. Por otro lado, los prostanoides 

derivados de la COX también son importantes en la fisiopatología de la inflamación, el 

cáncer y la hipertensión  (Smith, 1992; Herschman, 1996; Dubois et al., 1998 ;FitzGerald 

& Loll, 2001). 

Los prostanoides se forman por la conversión del ácido araquidónico libre a 

PGH2 como molécula intermedia gracias a la COX a través de un proceso enzimático 

que conlleva dos pasos. Primero, la COX convierte al ácido araquidónico en PGG2 vía 

actividad de la bis-oxigenasa, y después la PGG2 que es inestable se va a transformar 

en la PGH2 mediante la actividad de la peroxidasa de la COX (Herschman, 1996). La 

PGH2 se metaboliza secuencialmente para dar lugar a prostanoides biológicamente 

activos, que incluyen a la PGE2, la prostaciclina (PGI2), la PGF2α, la PGD2 y al 

tromboxano A2 (TXA2) mediante distintas sintasas (Hao & Breyer, 2008). 

 En el riñón se expresan de forma constitutiva tanto la isoforma COX-1 como la 

isoforma COX-2, que contribuyen a la regulación de la función vascular (Imig, 2000a; 

Cheng & Harris, 2004). El segundo paso en la reacción enzimática tiene lugar mediante 

la intervención de las sintasas de PG y TX que convierten la PGH2 en sus metabolitos 
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activos. Dichos prostanoides pueden actuar posteriormente acoplados a los receptores 

de proteínas G para el control de la hemodinámica renal (Imig, 2000a; Breyer & Breyer, 

2000b). El TXA2, la PGE2 y la PGI2 (prostaciclina) son metabolitos primarios de la COX 

que participan en la regulación del FSR y de la filtración glomerular (Quilley et al., 

1995; Imig, 2000a; Breyer & Breyer, 2000b; Cheng & Harris, 2004).  

Los prostanoides se degradan metabólicamente de forma rápida, lo cual limita 

que ejerzan sus efectos en la proximidad de sus lugares de síntesis, explicando su 

función autocrina o paracrina. Cada prostanoide actúa sobre receptores acoplados a 

proteínas G específicas y distintas de la superficie celular o sobre receptores nucleares 

tales como el receptor de peroxisoma proliferador activado PPARδ y PPARγ.  Debido a 

que múltiples prostaglandinas pueden sintetizarse por la vía de la COX y que dichas 

prostaglandinas son capaces de unirse a distintos receptores, los efectos biológicos de 

los prostanoides derivados de la COX son diversos y complejos, dependiendo del 

prostanoide que se haya formado y del receptor al que haya sido capaz de unirse 

localmente; (Breyer & Breyer, 2000b; Lim & Dey, 2000; Bernardo et al., 2000; Narumiya 

& FitzGerald, 2001; Hao et al.,  2002; Ward et al., 2004). 

La PGH2, el producto del metabolismo del araquidonato mediado por la COX, 

es posteriormente metabolizada por las sintasas de prostanoides en los diferentes 

productos. Entre las sintasas de prostanoides, se incluyen la sintasa PGE (PGES), la 

prostaciclina sintasa (PGIS), la sintasa PGD (PGDS), la sintasa PGF (PGFS) y la 

tromboxano sintasa, responsables de la biosíntesis de PGE2, PGI2, PGD2, PGF2α y TXA2, 

respectivamente (Smith & Langenbach, 2001; FitzGerald, 2003). Al menos se han 

identificado tres sintasas PGE, las cuales son la sintasa 1 microsomal PGE (mPGES1), la 

sintasa 2 microsomal PGE (mPGES2) y la sintasa citosólica PGE (cPGES) (Jakobsson et 

al., 1999; Tanioka et al., 2000; Tanikawa et al., 2002). La primera de ellas, muestra una 

gran actividad catalítica relativa a otras PGESs (Jakobsson et al., 1999; Lazarus et al., 

2002). Además, su expresión se induce por citoquinas y estímulos inflamatorios, a 

diferencia de la expresión tanto de la cPGES como de la mPGES2 que no es inducible 

(Murakami et al., 2002; Tanikawa et al., 2002). La PGDS cataliza la síntesis de PGD2 a 

PGH2 (Urade & Eguchi, 2002). Existen dos tipos de PGDS, la tipo lipocalina PGDS (L-

PGDS) y la hematopoyética PGDS (H-PGDS) (Urade & Hayaishi, 2000; Urade & 

Eguchi, 2002). La PGF2α también se sintetiza a partir de la PGH2 por la 9,11 
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endoperóxido reductasa o de la PGE2 por la PGE 9-reductasa (Lee & Levine, 1975; 

Westbrook & Jarabak, 1975; Watanabe, 2002). 

La PGE2 es el principal metabolito derivado de la COX en el riñón y actúa sobre 

los receptors EP (receptores de PGE2) para regular la resistencia vascular renal (Breyer 

& Breyer, 2000a; Breyer & Breyer, 2000b). A pesar de que la PGE2 se ha demostrado que 

incrementa el FSR y la FGR, la activación de los receptores EP1 y EP3 producen la 

contracción en la vasculatura renal (Imig, 2000a; Breyer & Breyer, 2000a; Breyer & 

Breyer, 2000b; Tang et al., 2000; Audoly et al., 2001; Imig et al., 2002). Los receptores 

vasoconstrictores EP1 actúan vía IP3, DAG y PKC, y los receptores EP3 disminuyen los 

niveles cAMP. La activación del receptor EP2 o EP4 aumentan los niveles de cAMP 

vascular renal induciendo relajación (Chaudhari et al., 1990; Ruan et al., 1999; Breyer & 

Breyer, 2000b). Además de las acciones directas sobre los receptores EP del MLV 

renales, la PGE2 estimula la liberación de renina a partir de células yuxtaglomerulares 

(Jensen et al., 1996; Breyer & Breyer, 2000b; Schweda et al.,  2004). Dicha estimulación 

la PGE2 la lleva a cabo mediante la vía de activación de los receptores EP2 y EP4 

(Schweda et al., 2004). Las interacciones en la hemodinámica renal entre la PGE2 y la 

angiotensina se han estudiado de forma extensa. La angiotensina aumenta la 

producción de PGE2 por el riñón y la PGE2 regula la vasoconstricción renal producida 

por la angiotensina (Chatziantoniou & Arendshorst, 1992a; Chatziantoniou & 

Arendshorst, 1992b; Navar et al., 1996; Imig & Deichmann, 1997; Purdy & Arendshorst, 

1999; Imig, 2000a). La investigación de la regulación de los receptores de PGE2 renal y 

del receptor vascular renal EP es de gran interés, debido a que los efectos vasculares de 

la PGE2 están alterados en diversos estados de enfermedad renal. La PGI2 ejerce sus 

acciones vasculares mediante la estimulación del receptor IP (receptor PGI2) que se 

encuentra a lo largo del riñón (Breyer & Breyer, 2000b). Los receptores de IP están 

acoplados a proteínas G y estimulan la generación intracelular de cAMP en los vasos 

preglomerulares (Purdy & Arendshorst, 2001). Como era de esperar, los análogos de 

PGI2 y la PGI2 relajan la vasculatura glomerular (Imig, 2000a; Breyer & Breyer, 2000b). 

En respuesta a la PGI2 se produce una vasodilatación renal, la cual es menor a la 

generada por la activación de los receptores EP2 y EP4  por la PGE2 de l (Breyer & 

Breyer, 2000b). Al igual que la PGE2, se ha demostrado que la activación de PGI2 de los 

receptores IP estimula la liberación de renina de las células yuxtaglomerulares (Jensen 

et al., 1996). Las respuestas vasoconstrictoras renales también son disminuidas por la 
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PGI2 y la activación del receptor IP (Navar et al., 1996; Imig, 2000a; Purdy & 

Arendshorst, 2001). La PGI2 contribuye a la homeostasis vascular y ayuda a evitar la 

agregación plaquetaria en la circulación (Miyamoto et al., 2003; Jin et al., 2005). 

Alteraciones en la producción de PGI2 vascular renal en estados de enfermedad, 

podrían contribuir a la progresión del daño renal. En particular, los cambios en el 

equilibrio entre los metabolitos de la COX, el vasoconstrictor y pro-agregante TXA2 y el 

vasodilatador y antiagregante PGI2, parecen contribuir a la patología vascular renal en 

los estados de enfermedad (Tajiri et al., 1994). El TXA2 es un vasoconstrictor renal que 

se produce a bajas concentraciones en el riñón en condiciones fisiológicas (Patrono et 

al., 1986; Imig, 2000a). Las células mesangiales y los podocitos glomerulares son los 

principales tipos de células renales que sintetizan TXA2 (Imig, 2000a). Una vez 

producido, el TXA2 actúa sobre los receptores TP (receptores de TXA2) para activar la 

PLC (fosfolipasa C), produciendo niveles elevados de IP3 intracelular y la movilización 

de calcio de los almacenes intracelulares y la activación de canales de calcio de tipo L 

(Raychowdhury et al., 1994; Offermanns et al., 1994). La constricción de la arteriola 

aferente en respuesta al mimético de TXA2, U-44169, va a depender de la activación de 

canales de calcio tipo L (Hayashi et al., 1997). La activación del receptor TP de los 

canales de calcio tipo L, contribuye a la vasoconstricción renal en respuesta a la 

angiotensina (Navar et al., 1996; Imig, 2000a). Además, el TXA2 es proagregante, 

estimula la producción de la matriz mesangial y se ha asociado con daño glomerular 

progresivo (Katayama et al., 1990). El TXA2 y los receptores TP se han asociado e 

implicado en las alteraciones vasculares del glomérulo renal que ocurren durante 

diversos trastornos renales (Katayama et al., 1990; Quilley et al., 1995; Navar et al., 

1996). Así, el  TXA2 y los receptores TP son dianas terapéuticas viables para el 

tratamiento de la disfunción vascular renal (Imig, 2006). 
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1.1.3.2 Regulación del flujo sanguíneo renal por derivados de las CYP 

Las enzimas CYP450 se expresan en las estructuras vascular y tubular del riñón 

y presentan diversas funciones que dependen del producto obtenido del ácido 

araquidónico. Dichas enzimas tienen la capacidad de metabolizar el ácido 

araquidónico generando ácidos epoxieicosatrienoicos (EETs) y ácidos 

hidroxiecosatetraenoicos (HETEs) (Capdevila & Falck, 2001; Spector et al., 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. El ácido araquidónico se convierte en ácidos epoxieicotrienoicos (EETs) por la acción de las 
enzimas epoxigenasas CYP450 (CYP2C). Posteriormente los EETs se van a transformar en ácidos 
dihidroeicosatrienoicos (DHETEs) gracias a la intervención de la enzima hidrolasa epóxido soluble (sEH). 
Tomado de Imig (2015). 

La producción de los metabolitos epóxido se realiza principalmente a través de 

la familia de la CYP2C, mientras que las familias de la CYP4A y CYP4F son las 

principales vías en la síntesis de los metabolitos de la hidrolasa. La expresión de la 

enzima CYP450 va a variar en función de los tipos de células renales y la regulación 

enzimática de esta vía participa en la hemodinámica renal (Imig, 2000b; Roman, 2002). 

Las enzimas CYP4A hidroxilasa se localizan en las arteriolas renales, el 

glomérulo y los capilares de los vasos rectos, siendo las principales responsables de la 

generación de 20-HETE (Imig et al., 1996a; Roman, 2002). El 20-HETE contrae la 

arteriola aferente mediante la inhibición de los canales de calcio activados por K+ (KCa), 

la despolarización de la membrana, la activación de los canales de calcio tipo L y un 
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incremento de la [Ca2+]i (Ma et al., 1993; Imig et al., 1996a; Roman, 2002). Además, el 

20-HETE, principal metabolito del ácido araquidónico de la CYP4A, tiene un papel 

importante manteniendo la autorregulación del flujo sanguíneo (Imig et al., 1994; Zou 

et al., 1994a; Imig, 2000a; Roman, 2002). La autorregulación del FSR, como ya se ha 

dicho anteriormente, es la capacidad de mantener constantes el flujo sanguíneo y la 

tasa de FGR frente a los cambios que se produzcan en la presión sanguínea. Tanto el 

FSR como el flujo sanguíneo cortical, aumentan en respuesta al incremento de la 

presión arterial media en condiciones de inhibición de la CYP (Zou et al., 1994a). Dicho 

metabolito de la hidrolasa aumenta la resistencia vascular renal y puede influir en las 

acciones del NO sobre las células de MLV (Alonso-Galicia et al., 1997; Roman, 2002). El 

20-HETE, contrae la arteriola aferente mediante el cierre de los canales de K+ de larga 

conductancia KCa, causando la despolarización de la membrana y un aumento de la 

[Ca2+]i (Ma et al., 1993; Imig et al., 1996a; Imig, 2000a; Roman, 2002). 

Experimentos con preparaciones de nefrona yuxtamedular, determinan que se 

atenúa la constricción de la arteriola aferente y que la presión capilar glomerular 

aumenta a medida que aumenta la presión arterial de 80 a 160 mm Hg (Imig et al., 

1994). Otros estudios adicionales, establecen la participación de los metabolitos de las 

CYP en las respuestas miogénicas de la arteriola aferente y de la retroalimentación 

tubuloglomerular (Imig et al., 1994; Zou et al., 1994a; Zou et al., 1994b). El mecanismo 

miogénico en la microvasculatura renal en ausencia de la retroalimentación 

tubuloglomerular, disminuye en condiciones de inhibición de las CYP (Imig et al., 

1994). Hay estudios que demuestran que la inhibición de la CYP, inhibibe el 

mecanismo de retroalimentación tubuloglomerular y la adición de 20-HETE a la 

perfusión tubular, restaura dicho mecanismo (Zou et al., 1994b). Este hallazgo confirma 

el concepto de que los EETs no contribuyen a la autorregulación y sin embargo, el 20-

HETE, metabolito de la hidroxilasa, sí lo hace en la autorregulación del FSR. Por otro 

lado, también se confirma que el 20-HETE, es un componente crucial en la respuesta de 

la arteriola aferente a los incrementos de la presión arterial y que por tanto, los EETs 

van a atenuar dicha vasoconstricción (Imig, 2013). 

Tanto la inhibición de la CYP hidroxilasa como la inactivación de los receptores 

ATP P2X disminuyen la autorregulación en microvasos preglomerulares (Inscho et al., 

1996; Inscho et al., 2003). Curiosamente, la inhibición de la hidroxilasa o el 
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antagonismo del 20-HETE atenúan la constricción de la arteriola aferente inicial e 

inhiben la constricción sostenida al agonista del receptor ATP P2 (Zhao et al., 2004a). 

Existen evidencias científicas que sostienen que el 20-HETE endógeno contribuye en la 

autorregulación de la arteriola aferente mediada por el receptor P2X mediante la 

entrada de calcio por las células del MLV (Imig, 2013).  

En general, el 20-HETE es un factor importante autocrino que participa en la 

regulación del flujo renal y en la función de la arteriola aferente. Dicho esto, existe una 

conexión entre la activación del receptor ATP P2X, el 20-HETE y las respuestas 

autorreguladoras de la arteriola aferente (Imig, 2013). 

El riñón tiene capacidad para generar EETs, los cuales, actúan en el transporte 

de la célula epitelial y en la hemodinámica renal (Jacobson et al., 1985; Capdevila & 

Falck, 2001; Imig, 2005). Las enzimas CYP2C son las principales responsables de la 

generación de EETs en el epitelio renal y la célula endotelial (Imig, 2005). En lo que 

respecta a la hemodinámica renal, algunos estudios concluyen que las enzimas COX 

pueden dar lugar a 5,6-EET y 8,9-EET como vasoconstrictores que actúan sobre los 

receptores de TXA2 y a 11,12-EET y 14,15-EET que actúan como vasodilatadores (Imig 

et al., 1996b; Imig, 2005). Además, los EETs también pueden metabolizarse por la sEH 

en sus correspondientes dioles, ácidos dihidroxieicosatetraenoicos (DHETEs). 

Las respuestas de la arteriola aferente a los EETs, en concreto al 11,12-EET y 

14,15-EET, llevaron inicialmente a sugerir que dichos metabolitos podían ser factores 

hiperpolarizantes derivados del endotelio (EDHFs) (Imig et al., 1996b). Además, estudios 

posteriores determinaron que dichos metabolitos producen vasodilatación de las 

arteriolas aferentes mediante su acción directa en el MLV activando los canales KCa de 

la célula muscular lisa renal y causando hiperpolarización (Zou et al., 1996; Campbell 

et al., 1996; Busse et al., 2002). Los EETs también contribuyen a la vasodilatación renal 

independientemente del NO y de la COX, y se ha sugerido que participan en la 

relajación microvascular renal mediada por bradiquinina, en respuesta a la inhibición 

de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) (Mombouli & Vanhoutte, 1995; 

Matsuda et al., 2004). Además, los microvasos renales aumentan la producción de EET 

en un 50% tras la estimulación con bradiquinina (Imig et al., 2001a). Parece ser que el 

20-HETE y los EETs intervienen en las respuestas del receptor de purina. La adenosina 
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incrementa la generación de EET en la circulación renal y los EETs ayudan a que el 

receptor A2A de adenosina medie la vasodilatación (Cheng et al., 2004). 

Por otro lado, se han diseñado y sintetizado análogos de los EETs para 

aumentar la estabilidad y determinar la relación de la actividad con la estructura de los 

propios EETs (Sudhahar et al., 2010). Esto lleva a que primero los análogos de 

sulfonamida 11,12-EET y 14,15-EET evitan que se producza la β-oxidación hacia el 

ácido carboxílico (Chen et al., 1998; Imig et al., 1999). Además, el uso de análogos del 

11,12-EET permitió realizar estudios de señalización celular en los vasos renales y 

determinar si el cAMP y la proteína quinasa A (PKA) participan en la activación de los 

canales de KCa (Imig et al., 1999; Imig et al., 2008). Experimentos adicionales en cultivos 

celulares del MLV renal, determinaron que los análogos del 11,12-EET incrementaban 

los niveles de cAMP pero no producían dicho incremento en el caso del cGMP, por lo 

que se confirma que el 11,12-EET estimula la vía cAMP/PKA provocando la activación 

de los canales de larga conductancia KCa y la dilatación de la arteriola aferente (Imig et 

al., 2008). 

La expresión endotelial de la CYP2J2 y CYP2C8 humana aumenta la relajación 

en respuesta a la ACh de la arteriola aferente y disminuye la contracción en respuesta a 

la ET-1 (Lee et al., 2010). Estudios previos que utilizan inhibidores farmacológicos de la 

epoxigenasa, demuestran que los EETs contribuyen en la vasodilatión renal inducida 

por la ACh y a la vasoconstricción inducida por la ET-1 (Imig et al., 2000; Matsuda et 

al., 2004). 

Las acciones de los EETs a nivel vascular y tubular renal para producir 

dilatación e incrementar la excreción de sodio, sugieren que los EETs son 

antihipertensivos. Esto lleva a la hipótesis de que la disminución de los niveles renales 

y vasculares de los EETs contribuye a la hipertensión, disfunción endotelial e 

insuficiencia renal. Otros estudios demuestran que el incremento de la degradación de 

los EETs por la sEH en el riñón, se asocia con disfunción vascular renal en hipertensión 

(Imig et al., 2002b; Zhao et al., 2004b). La expresión de la proteína vascular renal sEH 

pero no de la CYP epoxigenasa, se aumenta en la hipertensión renal (Imig et al., 2001b; 

Imig et al., 2002b). Se ha confirmado que el incremento del 20-HETE vascular renal está 

involucrado en la hipertensión y en pacientes humanos hipertensos se aprecia el 
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aumento de los niveles en plasma del 20-HETE (Roman, 2002; Minuz et al., 2008). 

Dichos resultados sugieren que el aumento de los niveles del 20-HETE se produce en 

hipertensión dependiente de la angiotensina mediante la activación de la ECA y de los 

receptores tipo 1 de angiotensina (Sodhi et al., 2010). 

Las enzimas LOX metabolizan el ácido araquidónico para formar leucotrienos 

(LTs), HETEs y lipoxinas (LXs). La expresión de dichas enzimas en el tejido vascular, se 

encuentra altamente localizada con fuentes que incluyen plaquetas (12-LOX), 

monocitos/macrófagos (12/15-LOX) y neutrófilos (5-LOX) (Yamamoto, 1992; Funk et 

al., 1996; Brash, 1999; Natarajan & Nadler, 2004). Las células mesangiales glomerulares 

y las células endoteliales expresan enzimas LOX y producen LTA4, 12-HETE y 15-

HETE (Navar et al., 1996; Imig, 2000a; Natarajan & Nadler, 2004). Estos metabolitos 

tienen acciones inflamatorias, efectos de crecimiento en el MLV y regulan la 

hemodinámica renal (Imig, 2000a; Natarajan & Nadler, 2004). 12-HETE y 15-HETE 

contraen los vasos renales y las células mesangiales glomerulares (Imig, 2000a; Yiu et 

al., 2003). Así mismo, el 12-HETE disminuye el FSR y la FGR (Katoh et al., 1992). Los 

LTs pueden elevar la permeabilidad de los capilares glomerulares y peritubulares y 

una elevada producción de LTs, contribuye a la aparición de proteinuria y nefritis 

intersticial (Imig, 2000a; Natarajan & Nadler, 2004; Kieran et al., 2004). Por lo tanto, los 

metabolitos derivados de las LOX intervienen en el daño glomerular y vascular renal 

asociado a hipertensión y diabetes. Las LXs, metabolitos también derivados de las 

LOX, contrarrestan las acciones vasculares renales e inflamatorias del 12-HETE, 15-

HETE y LTs. Se ha demostrado que LXA4 se opone a la disminución del FSR y de la 

FGR mediada por la infusión intrarrenal de LTD4 (Badr et al., 1989). Esta acción se debe 

parcialmente a la activación de los receptores péptidoLT (Imig, 2000a; Kieran et al., 

2004). La generación de LXs y LXs activados por aspirina, puede cambiar la respuesta 

celular glomerular de la inflamación a favor de la resolución y la inhibición del 

reclutamiento de monocitos (Kieran et al., 2004). 
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1.2 ENDOTELIO VASCULAR 

El endotelio vascular es un órgano paracrino, autocrino y endocrino que juega 

un papel en la homeostasis mediante la secreción activa de moléculas vasoactivas y 

tróficas que intervienen en la vasomoción, en el crecimiento y proliferación de las 

células del endotelio y del MLV, en las interacciones endotelio-leucocito, en la 

agregación plaquetaria, en la coagulación, en la inflamación y en la permeabilidad 

(Pober & Sessa, 2007; Vanhoutte et al., 2009). Mediante la detección del shear stress 

inducido por el flujo sanguíneo o en respuesta a señales químicas, las células 

endoteliales pueden regular el tono vascular a través de la liberación de factores 

vasoactivos y tróficos que incluyen vasodilatadores como el NO, la PGI2 y EDHFs. 

Algunos de estos vasodilatadores como el NO y la prostaciclina, tienen también 

acciones inhibitorias sobre el crecimiento celular, la coagulación y la inflamación 

(Pober & Sessa, 2007; Vanhoutte et al., 2009; Tousoulis et al., 2012). Por otro lado, las 

células endoteliales también son capaces de sintetizar vasoconstrictores, entre los 

cuales se encuentran, prostanoides como el TXA2, ROS y péptidos como la ET-1 que 

pueden tener acciones proliferativas a parte de inducir contracción (Vanhoutte et al., 

2009). Las células endoteliales desempeñan un papel clave en la reacción inmunológica 

regulando el reclutamiento de leucocitos o por inducción de las moléculas de adhesión 

de leucocitos, la activación inflamatoria del endotelio que se produce en respuesta a las 

citoquinas inflamatorias y también a las ROS generadas en el proceso inflamatorio o 

bien por condiciones metabólicas alteradas (Pober & Sessa, 2007). 

1.2.1 Función endotelial 

El factor relajante derivado del endotelio (EDRF) mejor caracterizado es el NO, 

el cual activa la guanilato ciclasa soluble en las células del MLV que produce guanosín 

monofosfato cíclico (cGMP) iniciándose la relajación. Por otro lado, las células 

endoteliales también provocan la hiperpolarización del MLV subyacente, a través de 

un mecanismo que inicialmente se atribuyó a la liberación de factores 

hiperpolarizantes (EDHFs) transferibles liberados por las células endoteliales que 

difundían al MLV, pero que en la actualidad contempla además la hiperpolarización 

de la propias células endoteliales que se propagan a las células de MLV a través de las 

uniones gap mio-endoteliales y que se conocen con en el nombre de hiperpolarización 
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derivada del endotelio (EDH) (De Wit & Griffith, 2010; Ellinsworth et al., 2016). La 

vasodilatación inducida por agonistas o por flujo que es independiente de NO y de 

prostaciclina es debida típicamente a la EDH del MLV subyacente. El H2O2 y los 

epóxidos EETs derivados del endotelio son importantes reguladores del potencial de 

membrana y del tono vascular en lechos como el coronario y son considerados como 

mediadores de las respuestas EDH (Ellinsworth et al., 2016). Por otra parte, además del 

TXA2 la mayoría de los incrementos en la fuerza contráctil dependientes del endotelio 

se deben a la formación de prostanoides vasoconstrictores (endoperóxidos y PGI2) que 

activan los receptores TP de las células MLV (Vanhoutte et al., 2017). 

Figura 5. El superóxido que proviene de las lipooxigenasas, ciclooxigenasas, epoxigenasas, NADPH 
oxidasas y de la óxido nítrico sintasa desacoplada se transforma en H2O2 gracias a la SOD citosólica. El 
superóxido que se genera dentro de la mitocondria se transforma también en H2O2 a través de la SOD 
mitocondrial. Tomado de Shimokawa (2010). 

1.2.1.1 Óxido Nítrico 

La relajación dependiente del endotelio a la ACh, mediada por la activación de 

los receptores muscarínicos M3 (Furchgott & Zawadzki, 1980; Boulanger et al., 1994), 

tiene mayor interés en el ámbito farmacológico que fisiológico. De hecho, pocos vasos 

sanguíneos periféricos están inervados por los nervios colinérgicos, siendo los mismos, 

la fuente más probable de ACh. Cuando están presentes, las neuronas colinérgicas se 

localizan en la adventicia, lo que dificulta el acceso a las células endoteliales. Sin 

embargo, los leucocitos pueden proporcionar una fuente fisiológica de ACh. Además, 
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no todos los vasos sanguíneos aislados presentan relajaciones dependientes del 

endotelio en respuesta a la ACh, posiblemente debido a la ausencia del inductor del 

mecanismo de la NO sintasa (NOSTRIN), que modula el tráfico de receptores M3 y su 

colocalización con la eNOS en las células endoteliales (Kovacevic et al., 2015). 

De hecho, una serie de estímulos fisiológicos [fuerzas físicas, hormonas 

circulantes (catecolaminas, melanocortina, vasopresina), productos de las plaquetas 

(serotonina, adenosina difosfato), autacoides (histamina, bradiquinina, prostaciclina, 

prostaglandina E4) y la trombina] comparten con la ACh la capacidad de los cambios 

dependientes del endotelio en el tono de la musculatura lisa subyacente (Shimokawa et 

al., 1988a; Shimokawa et al., 1988b; Shimokawa et al., 1988c; Pearson & Vanhoutte, 

1993; Tang et al., 2005; Stähli et al., 2006; Touyz, 2007).  

Aunque el NO puede proceder de otras fuentes (Zhao et al., 2013), 

principalmente se produce por la isoforma constitutiva de la NO sintasa endotelial 

(eNOS), que puede ser activada (fosforilada) de forma dependiente de Ca2+ como 

independiente de Ca2+ (Marletta, 1989; Schini-Kerth & Vanhoutte, 1995; Moncada, 1997; 

Li et al., 2002; Dudzinski et al., 2006; Feron & Balligand, 2006; O´Rourke et al., 2006; 

Bauer & Sotníková, 2010; Michel & Vanhoutte, 2010; Maron & Michel, 2012; Toda et al., 

2012). 

El NO no sólo previene la constricción anormal (vasoespasmo) de las arterias 

coronarias, lo que favorece la formación de coágulos intraluminales, sino que también 

inhibe la agregación plaquetaria, la expresión de moléculas de adhesión en la 

superficie de las células endoteliales y, por tanto, la adhesión y penetración de glóbulos 

blancos (macrófagos) y la liberación y acción del vasoconstrictor y del péptido 

mitogénico ET-1. La liberación protectora de NO es desencadenada por la presencia 

local de trombina y sustancias liberadas en el proceso de agregación plaquetaria 

(Vanhoutte et al., 2017). 

La serotonina (5-HT) y la adenosina difosfato (ADP) son los dos mediadores 

liberados por la agregación plaquetaria que pueden activar la eNOS y, por tanto, 

aumentar la producción de NO. La serotonina es la más importante y estimula los 

receptores serotoninérgicos 5-HT1D de la membrana celular endotelial. La ADP por otro 

lado, es un contribuyente menor que actúa sobre los purinoceptores P2y. Si el endotelio 
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está ausente o existe disfunción endotelial, las relajaciones ya no se observan. De 

hecho, la agregación plaquetaria induce constricciones (vasoespasmos), porque se 

liberan vasoconstrictores como el TXA2 y la serotonina (Vanhoutte et al., 2017).  

La importancia fisiológica de las relajaciones dependientes del endotelio para 

los productos plaquetarios es obvia (Vanhoutte, 1988; Vanhoutte, 1996; Vanhoutte, 

1997; Vanhoutte, 2002; Félétou & Vanhoutte, 2006; Vanhoutte, 2009a; Vanhoutte, 

2009b). Por lo tanto, si la agregación plaquetaria ocurre en una arteria coronaria con un 

endotelio sano, la liberación de serotonina (y ADP) por las plaquetas y la producción 

local de trombina va a estimular a las células endoteliales para liberar NO. El mediador 

endotelial hará que el músculo liso subyacente se relaje, aumentando así el flujo 

sanguíneo e impidiendo de una forma mecánica la progresión en el proceso de 

coagulación. El NO también ejerce junto con la prostaciclina una inhibición inmediata 

de retroalimentación sobre las plaquetas (Radomski et al., 1987). Cuando la barrera 

endotelial se daña por una lesión, las plaquetas agregantes pueden llegar a las células 

del MLV y causar su contracción liberando TXA2 y serotonina, iniciando la fase 

vascular de la hemostasia. La respuesta dependiente del endotelio a las plaquetas 

agregantes no se ejerce de la misma manera en todas las arterias, siendo las más 

relevantes en las circulaciones coronarias y cerebrales (Vanhoutte et al., 2017). 

Tanto el aumento agudo y crónico del flujo como el consiguiente aumento de la 

fuerza de cizallamiento (shear stress) de la sangre en las células endoteliales, aumentan 

la expresión y la actividad de la eNOS (de forma  independiente del Ca2+) y, por tanto, 

la liberación de EDRF/NO, pudiendo intervenir las respuestas mediadas por EDH 

(Rubanyi et al., 1986; Miller & Vanhoutte, 1988; Yan et al., 2007). El efecto inmediato de 

un aumento del shear stress sobre la liberación de NO, explica la dilatación mediada por 

flujo (FMD), un fenómeno que se suele utilizar para evaluar el estado funcional del 

endotelio en humanos. Sin embargo, existen varias limitaciones cuando se compara la 

vasodilatación mediada por flujo con la liberación de NO, particularmente en seres 

humanos. En primer lugar, se debe tener especial cuidado para limitar la variabilidad y 

asegurar la reproducibilidad (Charakida et al., 2013). En segundo lugar, en pacientes, 

los productos de la COX (Nohria et al., 2014), el H2O2 (Kang et al., 2011a; Freed et al., 

2014) u otros mediadores de EDH (Nohria et al., 2014) pueden contribuir a la respuesta 

en el aumento del shear stress. En tercer lugar, se debe considerar siempre la posibilidad 
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de que las disminuciones en las respuestas al shear stress o en los agentes 

vasodilatadores dependientes del endotelio puedan deberse a la liberación 

concomitante de vasoconstrictores derivados del endotelio o a una respuesta reducida 

(Kim et al., 1992; Schjerning et al., 2013) o anormal de las células del MLV al NO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.  Posibles mecanismos por los que se regula la producción de NO en las células endoteliales. El 
NO se produce por la eNOS mediante la conversión de L-arginina. La actividad enzimática se regula 
mediante el complejo de estas proteínas en microdominios de la célula endotelial. La asociación con este 
complejo de la proteína HSP 90 aumenta la actividad enzimática. La estimulación de receptores específicos 
en la superficie endotelial (R) unidos a proteınas reguladoras de nucleótidos de guanina [que son sensibles 
(Gi) o insensibles (Gq) a la toxina pertussis] activa vías intracelulares que modulan la actividad de la eNOS 
posttraduccionalmente a través de la proteına HSP 90 o mediante la fosforilación mediada por Akt en 
Ser1177. La asociación de la eNOS con caveolin-1, fosforilación en Thr495 o glicosilación de la enzima 
reduce su actividad. Un metabolito de L-arginina, la dimetil arginina asimétrica (ADMA) disminuye la 
producción de NO a través de la unión competitiva a eNOS; +, indica estimulación; -, indica inhibición; ?, 
indica que la regulación de estas vías no se conoce. Modificada de Vanhoutte et al., (2017). 

El efecto agudo del shear stress en el incremento de la liberación de NO implica 

diversos mecanismos (Davies, 1995; Liu et al., 2013a; Fleming, 2015): en la circulación 

coronaria humana, las vasodilatadores como la bradiquinina o ACh estimulan la 

liberación de NO a través de la activación de la eNOS dependiente de Ca2+-

calmodulina mediante un mecanismo acoplado a receptores de proteína Gq 

(Shimokawa et al., 1991; Huang, 2009); el aumento de la liberación de NO mediante la 

activación inmediata de corrientes de K+ a través de canales KCa (Olesen et al., 1988; 

Ohno et al., 1993) seguido de una regulación al alza de los canales de potasio activados 

por calcio (KCa2.3 y KCa3.1) vía proteína quinasa dependiente de calcio/calmodulina 
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(Takai et al., 2013); la activación del receptor de potencial transitorio endotelial (TRPV) 

que conducen al aumento del flujo de calcio y la estimulación de la eNOS (así como al 

inicio de la relajación mediada por EDH) (Olesen et al., 1988); y la modulación 

dependiente de caveolas de la transducción de la señal endotelial desde el shear stress 

hasta la producción y liberación de NO (Chai et al., 2013). Sin embargo, el incremento 

inducido por el shear stress en la liberación de NO puede inhibirse mediante la 

liberación de sulfuro de hidrógeno (H2S) (Chai et al.,  2015). 

El efecto crónico del shear stress se debe a la regulación al alza de la eNOS, por 

lo que la tirosina quinasa c-Src acelera tanto la transcripción como la activación 

(fosforilación) de la enzima, dando lugar a una mayor liberación de NO en cada 

estimulación, explicando los efectos beneficiosos en la función endotelial al practicar 

deporte de forma regular (Miller & Vanhoutte, 1988). El impacto crónico del shear stress 

en la eNOS implica la transformación del factor de crecimiento β (TGF-β) y la 

consiguiente activación del factor 2 de Krüppel-like (KLF2) (Davies et al., 2013).  

Se ha demostrado que las células endoteliales, también de origen humano, 

contienen todos los ingredientes necesarios para producir y metabolizar la ACh 

(Olesen et al., 1988). La activación de un sistema endotelial colinérgico no neuronal que 

actúa de una manera autocrina para inducir la relajación dependiente del endotelio 

como se observa con frío moderado (Evora et al., 2007; Zou et al., 2015), puede 

proporcionar finalmente un papel fisiológico para el receptor muscarínico endotelial 

descubierto hace poco tiempo por Robert Furchgott. 

En el humano, el precursor del NO es la L-arginina, un aminoácido semi-

esencial ya que puede ser sintetizado de novo o a partir de L-citrulina, por lo que la 

disminución en la disponibilidad de L-arginina y L-citrulina puede contribuir a la 

deficiencia de NO (Getz & Reardon, 2006). Sin embargo, la administración de L-

arginina puede favorecer las respuestas dependientes del endotelio en los seres 

humanos (Perticone et al., 2005), pero su suplementación ofrece poco beneficio 

terapéutico en pacientes con enfermedad vascular (Wilson et al., 2007). Por lo tanto, el 

aminoácido semiesencial es raro que sea un factor limitante en la producción endotelial 

de NO (Schini & Vanhoutte, 1991). Las excepciones pueden venir cuando las arginasas 

endoteliales, que compiten con la eNOS por su sustrato, son más activas (Ming et al., 
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2004; Katusic, 2007; Chandra et al., 2012; Yao et al., 2013) o cuando el transportador de 

L-arginina (transportador de aminoácidos catiónico 1, CAT-1) es deficiente (Martens et 

al., 2014), aunque la concentración del precursor sea mayor en el medio extracelular 

que intracelular,  pudiendo la misma no ser suficiente para la eNOS (Shin et al., 2011). 

A juzgar por los estudios de cultivos celulares, la continua exposición a la arginina 

puede incluso acelerar la senescencia endotelial (Scalera et al., 2009).  

La biosíntesis de tetrahidrobiopterina (BH4), un cofactor esencial para la 

formación del NO por la eNOS, a partir de sepiapterina es catalizada por GTP-

ciclohidrolasa I (GTPCH I) (Kang et al., 2011b). Los niveles crónicos bajos de BH4 

circulantes disminuyen las relajaciones dependientes del endotelio (Moreau et al., 

2012). Del mismo modo, la deficiencia de BH4 causada por la mutación o deleción de 

esta enzima, reduce las relajaciones dependientes del endotelio mediadas por el NO, 

pudiendo revertirse por la administración de sepiapterina. La disminución de la 

producción de NO se compensa en parte por la generación de H2O2 por la eNOS 

desacoplada (Chuaiphichai et al., 2014). La suplementación con BH4 mejora la función 

endotelial en los animales hipertensos, así como en las mujeres postmenopáusicas 

(Kang et al., 2011b; Moreau et al., 2012). 

Las hormonas sexuales afectan la función de las células endoteliales. Así, 

relajaciones dependientes del endotelio son más pronunciadas en las arterias de 

mujeres premenopáusicas que en los hombres (Dantas et al., 2004; Zuloaga et al., 2014), 

destacando el efecto protector que tienen los estrógenos en este aspecto (Moreau et al., 

2012). Del mismo modo, a juzgar por la reducción de la vasodilatación mediada por el 

flujo, la respuesta endotelial se atenúa en las mujeres postmenopáusicas, una condición 

que se debe en parte a la deficiencia de BH4 (Moreau et al., 2012), y en parte al 

desarrollo de la disfunción endotelial. En los modelos experimentales animales, la 

ovariectomía per se no altera ni siquiera aumenta la expresión del mRNA ni la 

presencia de eNOS (Wassmann et al., 2001; Okano et al., 2006). La reintroducción 

crónica de los niveles fisiológicos de estrógenos, y la activación resultante del receptor 

de estrógeno endotelial α (ERα) en los animales ovariectomizados aumentan las 

relajaciones dependientes del endotelio (Wassmann et al., 2001; Kang et al., 2011a; 

Chan et al., 2012; Tarhouni et al., 2013; Tarhouni et al., 2014), favorecen la remodelación 

mediada por el flujo sanguíneo de las arterias de resistencia (Tarhouni et al., 2013) y 
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aceleran la recuperación endotelial después de la lesión (Filipe et al., 2008). Aunque los 

efectos endoteliales del estrógeno implican principalmente la activación de la eNOS y 

una mayor producción de NO, la estimulación del ERα también puede aumentar la 

producción de prostaciclina y las respuestas mediadas por EDH (Chan et al., 2012; 

Wong et al., 2014; Kong et al., 2015). Una reducción del estrés oxidativo lleva a un 

aumento de la biodisponibilidad del NO derivado del endotelio y a un aumento de la 

respuesta de las células del MLV frente a los estímulos vasodilatadores (Wassmann et 

al., 2001). En el organismo intacto, una producción reducida del inhibidor endógeno de 

la eNOS, la dimetil arginina asimétrica (ADMA), puede contribuir a la mejora de la 

función endotelial gracias a los estrógenos (Monsalve et al., 2007).  

Aunque las relajaciones mediadas por EDH también son más pronunciadas en 

las mujeres que en los hombres (Chan et al., 2012; Wong et al., 2014), es probable que 

los estrógenos ejerzan un efecto potenciador sobre la liberación de NO (resultado de un 

menor estrés oxidativo) ayudando a explicar por qué las mujeres están protegidas 

frente a la enfermedad coronaria, al menos hasta la edad de la menopausia. 

Diversas hormonas van a modular también la función endotelial y la síntesis de 

NO. La insulina aumenta la expresión de la eNOS en células endoteliales nativas in 

vitro (Fisslthaler et al., 2003) y estimula la fosforilación de la enzima (Jang et al., 2013). 

El heptapéptido angiotensina (1-7) se forma a partir de angiotensina II mediante 

la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2) y activa los receptores Mas (Carey, 

2013). En los seres humanos, la vasodilatación mediada por el flujo se relaciona con los 

niveles circulantes de angiotensina (1-7) (Sullivan et al., 2015). En las arterias aisladas, 

tanto la estimulación de ECA2 (usando un activador de molécula pequeña de la 

enzima in vitro) como la angiotensina exógena (1-7) potencian las relajaciones 

dependientes del endotelio, en particular aquellas inducidas por bradiquinina [debido 

a que el heptapéptido inhibe la enzima convertidora de angiotensina 1 (ECA1) que es 

el principal contribuyente de la degradación de la bradiquinina](Raffai et al., 2011). La 

administración crónica de angiotensina (1-7) reestablece las relajaciones dependientes 

del endotelio mediadas por NO en respuesta a la ACh en las arterias de animales 

alimentados con una dieta rica en sal, un efecto que se debe a la activación del receptor 

Mas y a la disminución del estrés oxidativo (Raffai et al., 2011; Shenoy et al., 2014). Del 
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mismo modo, la administración crónica de una pequeña molécula activadora de ECA2 

reduce la disfunción endotelial en los animales hipertensos y diabéticos (Shenoy et al., 

2013; Shenoy et al., 2014). 

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) puede estimular la eNOS y 

el principal efecto de sus inhibidores es la aparición de hipertensión, lo que sugiere un 

papel fisiológico para el factor de crecimiento manteniendo el control endotelial 

normal del tono vasomotor (Facemire et al., 2009; Skinner et al., 2014). 

La mayoría de los vasos sanguíneos están rodeados por una cantidad variable 

de tejido adiposo perivascular (PVAT), para proporcionar soporte mecánico para el 

vaso sanguíneo y servir como reserva de energía (Brown et al., 2014; Oriowo, 2015). 

Tras la estimulación por una variedad de agonistas o por estimulación eléctrica, el 

PVAT puede alterar el tono del MLV que rodea liberando factores relajantes derivados 

de adipocitos (ADRF) (Oriowo, 2015). Estos factores derivados de los adipocitos, 

denominados adipocinas (proteínas moduladoras que actúan localmente de una 

manera autocrina/paracrina o sistémicamente como hormonas), son transferibles en 

varias preparaciones arteriales y también en venas (Gollasch, 2012). Los candidatos 

propuestos como ADRF incluyen adiponectina, angiotensina 1-7, H2S, leptina, 

metilpalmitato, NO, omentina, prostaciclina y visfatina (Gollasch, 2012; Oriowo, 2015). 

La naturaleza química exacta del ADRF varía dependiendo del lecho vascular y del 

animal de interés. Los productos de peroxidación formados en la pared vascular 

regulan al alza la expresión del gen de la adiponectina en PVAT a través de un 

mecanismo dependiente del receptor-γ de peroxisoma proliferador activado (PPARγ) 

(Margaritis et al., 2013). Además, la adiponectina se ha identificado durante mucho 

tiempo como un sensibilizador de insulina que influye en el metabolismo de la glucosa 

y la grasa, pero la adipocina también ejerce  acciones directas en la pared de los vasos 

sanguíneos (Xu & Vanhoutte, 2012;  Meijer et al., 2013). Se asocia con T-cadherina y se 

une a los receptores de adiponectina 1 y 2 para moderar la disfunción endotelial (Xu & 

Vanhoutte, 2012). La adipocina lo hace mediante la inhibición de la quinasa 

inflamatoria Jun NH2-terminal y reduciendo la producción de especies reactivas de 

oxígeno (ROS), promoviendo el acoplamiento y la actividad de la eNOS, aumentando 

la biodisponibilidad de BH4 y NO, suprimiendo la activación de las células 

endoteliales y la apoptosis y promoviendo la reparación endotelial (Zhu et al., 2008; 
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Margaritis et al., 2013; Meijer et al., 2013). Los estudios epidemiológicos en diferentes 

grupos étnicos han identificado la deficiencia crónica de adiponectina 

(hipoadiponectinemia) como factor de riesgo independiente de disfunción endotelial, 

hipertensión, cardiopatía coronaria, infarto de miocardio y otras complicaciones 

cardiovasculares. La hipoadiponectinemia per se (independiente de la diabetes) se 

asocia con alteraciones de las vasodilataciones dependientes del endotelio mediadas 

por NO (Zhu et al., 2008). 

La eritropoyetina (EPO) reduce el estrés oxidativo y facilita la producción de 

NO, previniendo de este modo la disfunción endotelial causada por el 

desacoplamiento de la eNOS tanto in vivo como in vitro (Yada et al., 2010; Kuriyama et 

al., 2014). El péptido 1 de tipo glucagón (GLP-1) no sólo mejora la respuesta 

vasodilatadora a la ACh (Basu et al., 2007), sino que también induce las 

hiperpolarizaciones y relajaciones dependientes del endotelio (Osto et al., 2015) y 

aumenta el reclutamiento microvascular dependiente de NO (Z. Dong et al., 2013). El 

péptido mejora las relajaciones dependientes del endotelio mediadas por NO (Osto et 

al., 2015) y regula al alza la actividad y la expresión proteica de la eNOS en las células 

endoteliales humanas (L. Ding & Zhang, 2012). La inhibición crónica de la enzima 

responsable de su descomposición, dipeptidil peptidasa-4 (DPP4), corrige la disfunción 

endotelial (Liu et al., 2012a). En las células endoteliales humanas cultivadas, la 

melanocortina (una hormona estimulante de melanocitos α, MSH) activa los receptores 

de melanocortina 1 (MC1) produciendo un aumento en la expresión y fosforilación de 

la eNOS. Además, los seres humanos con una función débil MC1 tienen disminuidas 

las relajaciones mediadas por el flujo y un incremento en la rigidez arterial (Rinne et 

al., 2015). Estas observaciones sugieren que la hormona ejerce un papel fisiológico 

como protector endotelial. 

Tanto el ejercicio esporádico como continuado, afectan profundamente a la 

reactividad vascular en las circulaciones de los músculos esqueléticos y coronarios, a 

través de la regulación al alza de la liberación de NO y las respuestas mediadas por 

EDH provocadas por el aumento del flujo sanguíneo y, por tanto, del shear stress (Bond 

et al., 2015).  
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Las lipoproteínas de alta densidad (HDL) normales se asocian con esfingosina 

1-fosfato (S1P) y se unen a los receptores S1P de las células endoteliales, promoviendo 

la activación de eNOS e induciendo la enzima antioxidante hemo oxigenasa-1 (HO-1) 

(Tatematsu et al., 2013). Por lo tanto, altos niveles de HDL van a ser protectores contra 

la disfunción endotelial y la enfermedad vascular. Sin embargo, los HDL de pacientes 

con enfermedad coronaria pierden sus propiedades protectoras y se convierten en 

inhibidores de la eNOS (Kratzer et al., 2014; Lüscher et al., 2014). La ingesta de ácidos 

grasos ω3-insaturados potencia las relajaciones dependientes del endotelio de las 

arterias coronarias para evitar la agregación plaquetaria y como medida anti-

aterogénica (Shimokawa et al., 1987; Shimokawa et al., 1988b; Sekikawa et al., 2008). 

Los inhibidores de las sintasas de NO potencian de forma inmediata las 

respuestas mediadas por el EDCF (Yang et al., 2002). Esta es la razón por la cual, 

experimentalmente es común añadir inhibidores de la NOS, tales como la Nω-Nitro-L-

arginina (L-NOARG) a las preparaciones para inhibir la producción de NO y aumentar 

la amplitud de las contracciones endoteliales. Sin embargo, el efecto del NO no sólo es 

agudo, sino que la exposición previa al NO endógeno liberado por las células 

endoteliales o a los donantes de NO exógeno, causa una inhibición a largo plazo de las 

contracciones derivadas del endotelio (Tang et al., 2005). Estas observaciones implican 

que cualquier condición que dé como resultado una menor biodisponibilidad del NO, 

favorecerá la aparición de contracciones mediadas por el EDCF y disfunción endotelial 

(Vanhoutte et al., 2009; Félétou et al., 2011). Así mismo, el EDCF puede reducir la 

relajación mediada por el EDRF (por ejemplo, de NO, prostaciclina, y EDH) mediante 

el incremento del tono en los vasos sanguíneos. En particular, el tromboxano A2 puede 

modular varios componentes en la señalización central de la EDH, incluyendo la de la 

hiperpolarización (tanto de las células musculares lisas endoteliales como vasculares) 

mediada por la apertura de canales de potasio activados por calcio, así como la 

posterior conducción de hiperpolarización a través de uniones gap (Ellinsworth et al., 

2014). Por otro lado, las contracciones dependientes del endotelio se hacen más 

prominentes con el envejecimiento (Iwama et al., 1992; Matsumoto et al., 2007). La 

respuesta obtenida en función de la edad, tiene lugar por un aumento del estrés 

oxidativo que resulta de la regulación al alza de las COX (Matsumoto et al., 2007). 

Además, se intensifica la expresión del gen de la prostaciclina sintasa con la edad 

(Numaguchi et al., 1999). Los inhibidores de la COX, administrados tanto in vivo como 



   REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA    

 

55 

in vitro, previenen o revierten respectivamente, la atenuación de las relajaciones 

dependientes del endotelio debidas al envejecimiento (Virdis et al., 2013). Por 

consiguiente, la indometacina aumenta las relajaciones en respuesta a la ACh en las 

arterias aisladas de los pacientes mayores, así como la respuesta vasodilatadora al 

agonista muscarínico en el antebrazo de los ancianos, lo que sugiere que la importancia 

de las respuestas mediadas por el EDCF también aumenta con la edad en humanos 

(Taddei et al., 1997). 

1.2.1.2 Peróxido de hidrógeno 

Sustancias como los flavonoides y polifenoles (Xu et al., 2007; Xu et al., 2015; 

Liu et al., 2015), implicados en el aumento de la biodisponibilidad del NO en respuesta 

a los vasodilatadores dependientes del endotelio (Jang et al., 2013), presentan efectos 

protectores frente a la disfunción endotelial además de potenciar las respuestas 

mediadas por EDH, como resultado de sus propiedades antioxidantes evitando el 

desacoplamiento de la eNOS (Akar et al., 2011; Gordish & Beierwaltes, 2014), el 

incremento de los niveles de BH4 (Carrizzo et al., 2013), la fosforilación independiente 

de Ca2+ de la eNOS (Ramirez-Sanchez et al., 2011) y la activación de los receptores de 

estrógenos entre otros procesos (Yurdagul et al., 2014).  

El NO y H2O2 hiperpolarizante derivado del endotelio, los cuales provienen en 

condiciones fisiológicas, de aniones superóxido derivados de la NOS dismutados por 

la CuZn-SOD endotelial (Morikawa et al., 2003), desempeñan diversos papeles en la 

modulación del tono vascular en un determinado vaso sanguíneo en función del 

tamaño. De hecho, el NO es el vasodilatador predominante dependiente de endotelio 

en arterias de conducto, siendo el H2O2 en los vasos de resistencia (Shimokawa, 2014). 

El mecanismo preciso por el cual el H2O2 relaja el MLV subyacente, implica la 

inducción de la proteína quinasa G1α (PKG1α) dimerización y posterior activación de los 

canales de potasio activados por calcio de gran conductancia, induciendo la 

hiperpolarización y vasodilatación en vasos de resistencia murinos, así como en 

arteriolas coronarias humanas (Burgoyne et al., 2007; Prysyazhna et al., 2012). Además, 

el H2O2 también tiene propiedades vasodilatadoras en vasos coronarios de resistencia, 

por lo que las vasodilataciones alteradas mediadas por H2O2 conducen a disfunción 

microvascular coronaria (Crea et al., 2014). Dado que la resistencia vascular coronaria 
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es ejercida predominantemente por las pre-arteriolas (más de 100 µm de diámetro) y 

arteriolas (<100 µm) donde las respuestas mediadas por EDH se vuelven más 

importantes que las relajaciones mediadas por NO para el tono vascular, se acepta que 

la contribución de NO frente a EDH depende del tamaño, lo cual es esencial para el 

tratamiento de la enfermedad coronaria (Crea et al., 2014). A pesar de que las tres 

isoformas de NOS que incluyen la NOS neural (nNOS, NOS1), la NOS inducible 

(iNOS, NOS2) y la NOS endotelial (eNOS, NOS3) se expresan en el sistema 

cardiovascular, la eNOS es la isoforma de NOS predominante en los vasos sanguíneos 

(Förstermann & Li, 2011). Las sintasas de NO generan aniones superóxido (•O2‾) a 

partir de un dominio reductasa en condiciones fisiológicas (Stuehr et al., 2001), donde 

los •O2‾ se convierten en H2O2 para generar las respuestas mediadas por EDH. 

Basándonos en lo mencionado anteriormente, la eNOS puede ser la isoforma más 

importante en la generación de H2O2/EDH en el endotelio. 

El H2O2 derivado del endotelio actúa como factor EDH induciendo la 

vasodilatación descrita anteriormente, mientras que también provoca la 

vasoconstricción dependiente del endotelio mediante  la liberación de tromboxano 

dependiente de la COX en arterias mesentéricas de rata (García-Redondo et al., 2009) y 

genera vasoconstricción cuando la hiperpolarización está comprometida en arterias 

mesentéricas de ratón perfundidas (Luccesi et al., 2005). Cuando se habla de ROS, 

incluyendo al H2O2, se considera por lo general que estos mediadores químicos son 

principalmente perjudiciales. Su función protectora ha atraído la atención en cuanto a 

la acumulación de pruebas de que el H2O2 derivado del endotelio, participa en la 

vasodilatación dependiente del endotelio y por tanto contribuye a la homeostasis 

vascular a bajas concentraciones fisiológicamente relevantes (Matoba et al., 2000; 

Matoba et al., 2003; Morikawa et al., 2003; Yada et al., 2006). Según las evidencias 

científicas disponibles y la hipótesis inicial de la descripción del papel del H2O2 en la 

EDH  (Matoba et al., 2000; Vanhoutte, 2001), se considera actualmente que H2O2 es una 

molécula de señalización fisiológica que actúa como mediador inductor de la EDH 

especialmente en la microcirculación y de esta forma modula la presión arterial 

(Prysyazhna et al., 2012), la vasodilatación coronaria metabólica (Yada et al., 2007) y las 

funciones metabólicas (Nakajima et al., 2012). 
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1.2.1.3 Prostanoides 

Aunque la liberación de factores contráctiles derivados del endotelio (EDCF) 

puede ser tónica (Iwatani et al., 2008) o provocada por estiramiento repentino (Katusic 

et al., 1987), generalmente es iniciada por mediadores vasoactivos que actúan en la 

membrana celular, incluyendo la ACh (activación de receptores muscarínicos M3 

endoteliales) (Boulanger et al., 1994) o adenosina di- y trifosfato (activadores de 

purinoceptores) (Koga et al., 1989). Estos mediadores activan la fosfolipasa A2 

independiente de calcio (iPLA2) que produce lisofosfolípidos, que a su vez abren 

canales de calcio que permiten la entrada de calcio extracelular activando 

porteriormente la fosfolipasa A2 dependiente de calcio (cPLA2) (Wong et al., 2010a), lo 

que hace que el ácido araquidónico esté disponible para la COX endotelial, poniendo 

en marcha la liberación del EDCF. De acuerdo con estos hechos, las contracciones 

dependientes del endotelio son menos pronunciadas en la solución de baño con bajo 

contenido de calcio extracelular y están ausentes cuando se eliminan dichos iones 

(Wong et al., 2009). La reintroducción de calcio en la solución de baño restaura la 

contracción dependiente del endotelio en respuesta a la ACh (Wong et al., 2009). 

La COX transforma el ácido araquidónico en endoperóxidos que se liberan 

durante las contracciones dependientes del endotelio. Dichos endoperóxidos per se 

pueden activar el MLV y, por lo tanto, se consideran candidatos del EDCF (Hirao et al., 

2008). Los endoperóxidos que se difunden desde el endotelio podrían procesarse en 

prostaciclina en el MLV y luego activar los receptores TP, contribuyendo a la actividad 

vasoconstrictora de los metabolitos derivados de la COX endotelial (Zhou et al., 2013). 

Sin embargo, la mayoría de los endoperóxidos se convierten en las células endoteliales 

en prostaciclina, tromboxano A2, prostaglandina D2, prostaglandina E2 y/o 

prostaglandina F2α por sus correspondientes sintasas (Bos et al., 2004) . Además, los 

estudios en arterias renales humanas confirman que la COX-2 endotelial, cataliza la 

formación de prostaglandina F2α, que es el EDCF predominante en esta preparación 

(Wong et al., 2009). Por lo tanto, la naturaleza de los EDCF varía entre las especies y los 

lechos vasculares. La expresión relativa de las distintas sintasas de prostaglandinas, el 

grado de estrés oxidativo y los mediadores vasoactivos implicados están entre algunos 

de los factores que pueden influir en la naturaleza química del (los) prostanoide (s) que 

desencadenan las contracciones endoteliales. Las contracciones dependientes de la 
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COX derivadas del endotelio son inhibidas por los antagonistas de los receptores TP 

(Yang et al., 2003). Los receptores TP implicados son los del MLV e inician la respuesta 

contráctil (Yang et al., 2003). Es importante destacar, que la acidificación intracelular de 

las células endoteliales y las células del músculo liso inhibe la actividad de la eNOS y la 

relajación dependiente del endotelio (Boedtkjer et al., 2011). 

1.2.1.4 Endotelina-1 

La ET-1, primer miembro de la familia de péptidos ET-1 inicialmente 

identificado en las células endoteliales (Yanagisawa et al., 1988), es un potente péptido 

vasoconstrictor y la isoforma más abundante en el sistema cardiovascular (Schiffrin, 

1999). La ET-1 interactúa con dos receptores acoplados a proteínas G denominados ETA 

y ETB (Masaki et al., 1994). Tanto los receptores ETA como ETB están localizados en las 

células musculares lisas vasculares donde ejercen su acción vasoconstrictora, 

proliferativa e hipertrófica, pero en las arterias, predomina la acción vasoconstrictora 

del receptor (Rubanyi & Polokoff, 1994). En la pared vascular, los receptores ETB se 

expresan principalmente en las células endoteliales y su activación se asocia con la 

liberación del NO antiagregante, vasodilatador y antiproliferativo y la prostaciclina 

(De Nucci et al., 1988). Tanto in vivo como in vitro, estos efectos endoteliales de la ET-1 

contrarrestan los efectos de la estimulación ETA/ETB sobre las células del MLV. 

Además de las células endoteliales, el receptor ETB se encuentra altamente expresado 

en el conducto colector renal donde contribuye a la regulación de la excreción de sodio 

y por lo tanto al mantenimiento de la presión arterial (Kohan et al., 2011). La 

estimulación de la producción del NO inhibe la expresión y la producción de ET-1 

(Vanhoutte, 2000). Además, la vasoconstricción potente y sostenida ejercida por este 

péptido es totalmente inhibida tanto por el NO exógeno como por el NO derivado del 

endotelio, de manera dependiente de cGMP (Lillestol et al., 1998). Finalmente, cuando 

se libera, la ET-1 activa los receptores endoteliales ETB cercanos, los cuales están 

asociados a la producción de NO, incluso en las arterias coronarias humanas (Halcox et 

al., 2007). Por lo tanto, en condiciones normales, cualquier sobreproducción de ET-1 

estaría compensada por el incremento de la liberación  de NO, que disminuye la 

formación del péptido y reduce sus efectos vasoconstrictores y estimuladores del 

crecimiento (Vanhoutte, 2000). In vivo, el aumento sostenido de la presión arterial 

provocado por la administración puntual o crónica de varios inhibidores de la NOS se 
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reduce mediante antagonistas de ETA, lo que confirma el papel del NO en la regulación 

de la liberación y la acción vasoconstrictora de la ET-1 (Banting et al., 1996). En seres 

humanos sanos, la inhibición sistémica de ETB aumenta la resistencia periférica y la 

presión arterial (Strachan et al., 1999). En la mayoría de los estudios con sujetos sanos, 

la administración periférica de un antagonista de ETA (generalmente BQ123) aumenta 

el flujo sanguíneo del antebrazo (McAuley et al., 2000), una respuesta que se ve 

atenuada por un antagonista de ETB o un inhibidor de la NOS (Verhaar et al., 1998). 

Estos resultados sugieren que la producción y liberación constitutiva de ET-1, a través 

de una acción equilibrada sobre sus dos receptores, contribuye a la regulación del flujo 

sanguíneo regional y de la presión arterial (Vanhoutte et al., 2017). 

1.2.2 Disfunción endotelial y enfermedad vascular 

A pesar de que el endotelio se adapta a diversos estímulos en los que se 

incluyen el estrés mecánico, oxidativo y metabólico, la inflamación y la hipoxia, la 

disfunción endotelial es un evento vascular previo patológico en la disfunción vascular 

y representa una mala adaptación endotelial fenotípica que deriva en una disminución 

de la vasodilatación, la angiogénesis y la función barrera junto con la expresión elevada 

de los factores pro-inflamatorios y pro-trombóticos (Bakker et al., 2009; Vanhoutte et 

al., 2009). La disfunción endotelial se ha atribuido, entre otros factores, a la deficiencia 

de NO la cual se atribuye a diversos mecanismos potenciales que incluyen la 

disminución en la expresión y actividad de la enzima eNOS, el desacoplamiento de la 

misma debido a la falta de sustrato o cofactores y al incremento de la producción de 

•O2‾ (Prieto et al., 2013).  

Las células endoteliales cuentan con varias enzimas capaces de generar •O2‾ 

entre las que se incluyen: nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidasa (NADPH 

oxidasa-Nox), XO, COX y la propia eNOS, cuando se desacopla por la falta de sustrato 

(L-arginina) o la escasez de BH4 (Stuehr et al., 2001). Sin embargo, cantidades 

fisiológicas de radicales libres derivados de oxígeno (ROS) originados por la 

mitocondria, pueden activar la eNOS aumentando la producción de NO y 

favoreciendo las relajaciones dependientes de endotelio (Feng et al., 2010). Además, los 

•O2‾ pueden dismutarse por la acción de la superóxido dismutasa (SOD) a H2O2, el 

cual actúa como EDHF contribuyendo también a dichas relajaciones endoteliales. Sin 



   REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA    

 

60 

embargo, en condiciones patológicas, los •O2‾ van a interaccionar con el NO para dar 

lugar a peroxinitrito (Rubanyi & Vanhoutte, 1986; Miyagawa et al., 2007), reduciendo 

considerablemente la biodisponibilidad de NO (Montezano & Touyz, 2012). Además, 

las ROS producen la S-glutationionación de la eNOS inactivándola (Zhang et al., 2011). 

Aumentos en el estrés oxidativo [iniciado por ejemplo por la angiotensina II (Sasser et 

al., 2014), mercurio (Furieri et al., 2011), arsénico (Ellinsworth, 2015), 20-HETE (Cheng 

et al., 2012a), β-sitosterol (Yang et al., 2013), factor de crecimiento de fibroblasto 23 

(Silswal et al., 2014), testosterona (Costa et al., 2015) o contaminación (Wauters et al., 

2013)] están asociados con relajaciones dependientes del endotelio disminuidas. La 

inducción o sobreexpresión de HO-1 o el aporte exógeno de antioxidantes mejoran las 

relajaciones dependientes de endotelio (Cao et al., 2012), bien favoreciendo las 

respuestas mediadas por la EDH (Li et al., 2013) o bien evitando las contracciones 

dependientes del endotelio (Tang & Vanhoutte, 2009).  

Por otro lado, la hipercolesterolemia tanto en seres humanos como en animales 

en general y altos niveles de lipoproteínas de baja densidad (LDL) van acompañados 

de una disminución de las relajaciones dependientes de endotelio y dicha respuesta se 

restaura al normalizar los niveles de colesterol mediante tratamiento (Shimokawa & 

Vanhoutte, 1989; Vanhoutte, 1991). En la mayoría de los casos, los animales y humanos 

obesos muestran reducidas las relajaciones dependientes de endotelio mediadas por 

NO debido al aumento en la producción de ROS y a una menor fosforilación de la 

eNOS (Villalba et al., 2009; Cao et al., 2012; Prieto et al., 2013; Schäfer et al., 2013). La 

supresión del receptor de tipo Toll 4 (TLR4) o la sobreexpresión específica de los 

adipocitos de HO-1 atenúan la disfunción endotelial inducida por una dieta rica en 

grasas (Cao et al., 2012). Por otro lado, la obesidad inducida por dieta contribuye a la 

disfunción endotelial, donde las relajaciones mediadas por la EDH están alteradas, hay 

una mayor liberación de prostanoides vasoconstrictores derivados del endotelio 

(Schäfer et al., 2013) y el sistema de ET-1 se encuentra regulado al alza (Virdis et al., 

2013).  En este caso, se mejoran las respuestas dependientes de endotelio al perder peso 

y practicar ejercicio físico (Ungvari et al., 2008).  

Ciertas adipocinas, cuando se liberan excesivamente a partir de tejido adiposo 

inflamado, en particular del PVAT, pueden reducir las relajaciones dependientes del 

endotelio. La quemerina a concentraciones bajas induce relajaciones dependientes del 
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endotelio, pero a altas concentraciones aumenta la producción de ROS (y por lo tanto 

disminuye la biodisponibilidad de NO). También puede provocar la contracción de las 

células musculares lisas vasculares al aumentar los niveles de calcio intracelular, una 

respuesta que se magnifica en la obesidad (Neves et al., 2015). Del mismo modo, 

aunque en condiciones fisiológicas, la leptina puede favorecer las respuestas relajantes 

endoteliales ex vivo mediante el incremento de la producción de NO (y EDH) (Schinzari 

et al., 2013; Jamroz-Wiśniewska et al., 2014), cuyo efecto no se observa en los pacientes 

con síndrome metabólico (Schinzari et al., 2013). Sin embargo, la hiperleptinemia 

reduce los niveles intracelulares de L-arginina y disminuye la biodisponibilidad de NO 

por aumento del estrés oxidativo que conduce al agotamiento del NO endotelial, al 

desacoplamiento de la eNOS y aumenta los niveles de peroxinitrito (Korda et al., 2008). 

La administración in vivo de la lipocalina-2 exógena reduce las relajaciones 

dependientes del endotelio a la insulina ex vivo (Liu et al., 2012b). La resistina también 

puede contribuir a la disfunción endotelial aumentando el estrés oxidativo y activando 

la proteína quinasa c-Jun NH2 terminal y la activada por mitógeno p38, dando lugar a 

la reducción de la expresión de eNOS y la producción de NO (Jamaluddin et al., 2012). 

La visfatina inhibe las relajaciones dependientes del endotelio mediante la 

estimulación de la Nox y aumenta la producción de ROS (Vallejo et al., 2011). Además 

de la interferencia con la función endotelial, las adipocinas liberadas del PVAT también 

reducen la capacidad del MLV para relajarse en respuesta a la adenosina (Noblet et al., 

2015).  

Los tejidos adiposos pueden producir ROS y así contribuir a la disfunción 

endotelial. Las subunidades de la Nox están localizadas en el citoplasma y la 

membrana celular de los adipocitos del PVAT (Gao et al., 2006; Wang et al., 2014a). La 

producción de •O2‾  por el PVAT es inhibida por difenilen iodonio (DPI) y potenciada 

por el estimulador de la enzima NADH (Gao et al., 2006). La formación de •O2‾  

estimulados en el PVAT puede reducir la biodisponibilidad de NO derivado del 

endotelio, llevando de este modo a un aumento en el tono vascular (Wang et al., 

2014a). Las ROS derivadas del PVAT también modulan la liberación de adipocinas y 

aumentan la capacidad de respuesta de las células del MLV al EDCF reduciendo la 

renovación de los receptores TP (Wang et al., 2004). Finalmente, perjudican la 

señalización de adiponectina que normalmente aumenta la generación de NO y las 

relajaciones dependientes del endotelio (Wang et al., 2014a). Así, las ROS producidas 
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por el PVAT aumentan las contracciones dependientes del endotelio. Además de 

producir ROS, los tejidos adiposos, en particular el PVAT, pueden facilitar las 

contracciones de las células del MLV que rodean liberando mediadores de contracción 

derivados de adipocitos, incluyendo lipocalina-2, resistina, calpastatina, chemerina, 

angiotensinógeno, prostanoides vasoconstrictores, aniones superóxido y ET-1 

(Gollasch, 2012). La ingesta elevada de grasas y la obesidad potencian la aparición de 

respuestas mediadas por el EDCF, posiblemente debido a la resistencia a la insulina, 

dando como resultado una mayor producción de radicales libres derivados del 

oxígeno, una regulación al alza de la expresión de los receptores TP y desencadenan la 

producción de ET-1 (Gollasch, 2012). La potenciación de las contracciones 

dependientes del endotelio en la obesidad, además del papel del PVAT, puede 

atribuirse a la activación de TLR4 por ácidos grasos saturados y/o lipopolisacáridos de 

endotoxina bacteriana (Liang et al.,  2013). De hecho, la deleción del TLR4 protege a los 

ratones contra la disfunción endotelial derivada de la obesidad, ya sea genéticamente o 

inducida por la dieta, tanto por potenciar relajaciones dependientes del endotelio como 

por disminuir las contracciones dependientes del endotelio (Liang et al., 2013). La 

activación del TLR4 promueve la transcripción de Nox1 y Nox4, generando una 

producción elevada de ROS; el aumento del nivel de ROS favorece el desacoplamiento 

de la eNOS, disminuye la producción de NO y su biodisponibilidad, altera las 

respuestas mediadas por la EDH y aumenta la actividad de COX-1 aumentando las 

contracciones mediadas por el EDCF (Liang et al., 2013). 

En los animales y seres humanos obesos, el síndrome metabólico se caracteriza 

por la resistencia a la insulina, disminuyendo las relajaciones dependientes de 

endotelio mediadas por el NO debido a la reducción de la fosforilación de la eNOS 

(Osto et al., 2015). La disfunción endotelial y/o la resistencia a la insulina que 

acompaña a la obesidad, al síndrome metabólico y a la diabetes se ha atribuido a: una 

mayor producción de ROS por la Nox que conduce a daños en los receptores de 

insulina (Du et al., 2013), aumento de la fosforilación del sustrato de insulina (IRS)-1 en 

Ser307 (Nemoto et al., 2011), reducción de la producción de EETs por la CYP450 y 

aumento de la degradación de los ácidos grasos epóxicos por la sHE (Roche et al., 

2015), regulación al alza de la proteína quinasa 2 acoplada a proteína G (GRK2) 

(Taguchi et al., 2014), sobreexpresión de la proteína quinasa C-β (PKCβ) e inducción de 

la expresión de ET-1 en el endotelio (Tabit et al., 2013), regulación al alza del factor de 
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transcripción FOXO-1 (Karki et al., 2015), activación pronunciada de los MR 

endoteliales por aldosterona (Schäfer et al., 2013), hipoadiponectinemia que 

desencadena la reducción en la regulación de la proteína adaptadora que media la 

señalización de la adiponectina (APPL1) (Xing et al., 2013), incremento de la actividad 

de la ECA1 (Feher et al., 2013), aumento de la producción del factor de necrosis 

tumoral-α (TNF-α) por el PVAT (Virdis et al., 2011), sobreactivación de TLR4 (Liang et 

al., 2013) y regulación a la baja de la fosfoproteína estimulada por vasodilatadores 

(VASP) en las células del MLV (Cheng et al., 2014). 

Cuando los niveles de homocisteína se encuentran elevados, se ven afectadas 

las vasodilataciones dependientes de la eNOS tanto in vitro como in vivo, 

presuntamente debido a la regulación al alza de la sEH y al incremento del estrés 

oxidativo (Heil et al., 2004; Zhang et al., 2012a) inhibiendo las relajaciones mediadas 

por la EDH (Heil et al., 2004). Por otro lado, la falta de ácido úrico conduce a la 

disfunción del transportador 1 de ácido úrico (URAT1) provocando disfunción 

endotelial en aquellos pacientes con hipouricemia debido a una vasodilatación 

mediada por flujo reducida (Sugihara et al., 2015). 

Tanto en animales hipertensos como en seres humanos, la reducción de la 

biodisponibilidad de NO en respuesta a estímulos dependientes de endotelio se ha 

atribuido a mayores niveles circulantes de ADMA (Perticone et al., 2005). La aparición 

de disfunción en la vía del NO acompañada de un aumento en la presión arterial 

puede prevenirse mediante: activación de la quinona oxidorreductasa de la NADPH 

(Kim et al., 2011a), aumentando los niveles de BH4 (Kang et al., 2011b), inhibición de la 

arginasa (Johnson et al., 2005), activación de los canales TRPV1 (Hao et al., 2011), 

reducción de la señalización del TLR4 (Sollinger et al., 2014), mutación con cambio de 

sentido de la SOD extracelular (Beyer et al., 2014), supresión heterogénea de GRK2 

(Avendaño et al., 2014), deleción de caveolina-1 (Rath et al., 2009), activación de la 

ECA2 (Fraga-Silva et al., 2013), o transferencia génetica de la variante asociada a la 

longevidad de BPIFB4 (Villa et al., 2015). Por el contrario, la aparición de disfunción 

endotelial asociada a hipertensión puede precipitarse por: deficiencia de histona 

dimetilasa (Pojoga et al., 2011), deleción de la peptidil prolyl cis-trans isomerasa 

(Chiasson et al., 2011), deleción de collectrina (homólogo de la ECA2) (Cechova et al., 

2013), incremento del estimulante RhoA de la Rho-quinasa (por administración de 
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interleucina-17A) (Nguyen et al., 2013), deleción de α-CGRP (Smillie et al., 2014), 

supresión de proteína Rap1b (Lakshmikanthan et al., 2014), deleción específica de 

endotelio de quinasa hepática B1 (LKB1) o administración de pentraxina 3 (PTX3) 

(Carrizzo et al., 2013). Además, en seres humanos que presentan hipertensión la 

disminución en la capacidad de respuesta de la ACh puede corregirse mediante la 

inhibición de las COXs (Virdis et al., 2013). En obesos hipertensos la regulación al alza 

del sistema de la ET-1 también participa en la disfunción endotelial (Cardillo et al., 

2004). Las relajaciones dependientes del endotelio a la ACh se reducen y las 

contracciones dependientes del endotelio a la ACh son más pronunciadas en las 

arterias de la rata espontáneamente hipertensa (SHR) que en las de la WKY 

normotensa (Lüscher & Vanhoutte, 1986). Estos cambios pueden evitarse por los 

inhibidores de la COX y antagonistas de los receptores TP. El aumento de la 

producción de prostaglandinas vasoconstrictoras también contribuye a la disfunción 

endotelial provocada por el aumento de los niveles circulantes de aldosterona (Xavier 

et al., 2008). El aumento de la concentración intracelular de calcio endotelial causada 

por la ACh es mayor en las arterias de la SHR que en las de la WKY (Tang et al., 2007) 

y además, en la aorta de la cepa hipertensa se incrementa la expresión de COX-1 (Tang 

& Vanhoutte, 2008a). Estos resultados llevan a la conclusión de que la sobreexpresión 

de la enzima en las arterias de animales adultos hipertensos refleja el envejecimiento 

prematuro del endotelio en lugar de una predisposición genética. La producción de 

ROS endoteliales es también mayor en las arterias de la SHR que en las de la WKY 

(Tang et al., 2007), lo que implica que se favorezcan las respuestas mediadas por el 

EDCF. La expresión del gen de la prostaciclina sintasa es más abundante en las células 

endoteliales de la SHR que en el endotelio de la WKY, y la presencia de la proteína de 

la enzima se ve aumentada por la hipertensión (Tang & Vanhoutte, 2008a). Esto sugiere 

entonces que las respuestas mediadas por el EDCF también forman parte de la 

disfunción endotelial en la hipertensión en seres humanos. 

En arterias de animales y seres humanos diabéticos la fosforilación de la eNOS 

está disminuida y las relajaciones dependientes de endotelio mediadas por NO están 

alteradas, como resultado de una situación de hiperglucemia crónica y la aparición de 

resistencia a la insulina (Sena et al., 2011; Tian et al., 2014). El proceso por el cual 

disminuyen las relajaciones dependientes de NO en diabetes incluye: reducción de la 

biodisponibilidad de BH4 y presencia de la eNOS desacoplada (Pannirselvam et al., 
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2002), incremento de la actividad de la arginasa como resultado del aumento de la 

actividad de la Rho-quinasa (Ming et al., 2004; Yao et al., 2013), niveles elevados de 

ADMA (Lin et al., 2002),  aumento de la producción de •O2‾ y su unión al NO para 

aumentar la presencia de peroxinitrito (Pannirselvam et al., 2002;  Sena et al., 2011), 

activación del NFκB (Liu et al., 2015), supresión de KLF2 por FOXO1 (Lee et al., 2013), 

regulación a la baja de la molécula de interacción con el estroma 1 (STIM1) y la 

proteína sarcoplásmica del retículo endoplasmático 3 causando una deficiencia del 

calcio intracelular endotelial (Estrada et al., 2012), sobreexpresión de los receptores 

RAGE y extinción de NO por productos de glicosilación avanzada (Tian et al., 2014), 

reducción de la presencia de apelina (Zhong et al., 2007), alteración del metabolismo en 

las células endoteliales (De Zeeuw et al., 2015), disminución de la secreción de 

adiponectina por el PVAT (Meijer et al., 2013). La disfunción endotelial diabética puede 

ser favorecida por la deleción de la ECA2 (Patel et al., 2012) y la expresión de p22phox 

provocando disfunción a través de la señal extracelular regulada por la quinasa 1/2 

(ERK1/2) y el mecanismo dependiente de la proteína quinasa activada por el mitógeno 

(MAPK) p38 (Kassan et al., 2014). Además de la reducción de la biodisponibilidad del 

NO, la alteración de las respuestas EDH y la producción de prostanoides 

principalmente vasoconstrictores derivados del endotelio, posiblemente también la 

tetrafosfato adenosina (Up4A) (Matsumoto et al., 2014) y la ET-1 contribuyen a la 

disfunción endotelial en la diabetes. La hiperglucemia aumenta la expresión de ET-1 y 

su producción constitutiva por las células endoteliales (Park et al., 2000) y los niveles 

plasmáticos de ET-1 están elevados en pacientes con diabetes (Schneider et al., 2002). 

Además, en los pacientes con diabetes, la ET-1 endógena contribuye al mantenimiento 

del tono vascular basal y a la disfunción endotelial (Rafnsson et al., 2012). En estos 

pacientes, los antagonistas selectivos de ETA y ETA-ETB mejoran las vasodilataciones 

dependientes del endotelio, mientras que el bloqueo de únicamente el ETB aumenta el 

flujo sanguíneo basal sin mejorar las respuestas dependientes del endotelio (Rafnsson 

et al., 2014). La ET-1 es un potente vasoconstrictor en el riñón y por lo tanto puede 

tener acciones opuestas sobre el agua y la regulación del sodio. La estimulación del ETB 

en el conducto colector impide la reabsorción de agua y sodio y por lo tanto la 

expansión volumétrica, la ET-1 contribuye también al tono de las arteriolas 

glomerulares aferentes y eferentes. Una vasoconstricción prolongada de estas arterias, 

predominantemente por la vía de activación de ETA, produce una disminución en el 
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FSR y una reducción en la tasa de FGR asociada con una fracción de filtración 

incrementada, que conduce a la reabsorción de sodio y agua (Laffin & Bakris, 2015). 

Adicionalmente, la ET-1 aumenta la formación vascular de ROS, es un agente pro-

inflamatorio y pro-fibrótico y promueve la remodelación vascular (Sánchez et al., 

2014). Estos fenómenos están asociados con la hipertensión y la disfunción endotelial 

(Sandoval et al., 2014). La ET-1, a parte de su función como un péptido vasoactivo 

juega también un papel crucial en el proceso aterogénico mediante la mejora de la 

mitogénesis, induciendo la formación de la matriz extracelular y contribuyendo al 

desarrollo de la inflamación dentro de la pared de los vasos sanguíneos (Schiffrin, 

1999). Por lo tanto, la ET-1 ha estado implicada en la generación de aterosclerosis 

(Bacon et al., 1996) y en la fisiopatología de numerosos trastornos de las arterias 

coronarias, incluyendo la disfunción endotelial coronaria (Lerman et al., 1995), el 

espasmo coronario (Toyo-oka et al., 1991), el infarto de miocardio (Miyauchi et al., 

1989) y la lesión de reperfusión miocárdica (Tamareille et al., 2013). La ET-1 induce la 

disfunción endotelial por la interferencia con la glucosa y el metabolismo de los 

lípidos, el aumento del estrés oxidativo, la interrupción de la vía del NO y la 

aceleración de los procesos inflamatorios (Kolettis et al., 2013). Sin embargo, en los 

pacientes con aterosclerosis, se incrementa la contribución de ET-1 endógena a la 

constricción activa de las arterias coronarias, especialmente en los sitios de estenosis 

(Kinlay et al., 2001). 

La reducción en la generación de señales relajantes junto con el aumento de la 

secreción de EDCFs son las principales características de la disfunción endotelial 

(Wong & Vanhoutte, 2010). Aunque las células endoteliales pueden producir ET-1 

(Yanagisawa et al., 1988; Vanhoutte, 1993) y otras sustancias vasoconstrictoras no 

prostanoides (Cosentino et al., 1994), la evidencia científica sugiere que en la mayoría 

de las circunstancias (excepto en el caso de la resistencia a la insulina), las 

prostaglandinas vasoconstrictoras producidas por la COX en el endotelio son las 

responsables de las contracciones dependientes del endotelio (Félétou et al., 2011). La 

naturaleza del EDCF específico que desencadena las contracciones dependientes del 

endotelio depende en gran medida de la etiología de la enfermedad, de la especie 

animal escogida o del lecho vascular específico elegido para el estudio. Las 

contracciones dependientes del endotelio son más prominentes en las arterias de 

animales envejecidos, obesos o enfermos (por ejemplo, en hipertensión o en  diabetes) 
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y en seres humanos en los que la función endotelial está alterada (Tang & Vanhoutte, 

2010). Sin embargo, la aparición de contracciones dependientes del endotelio también 

puede ocurrir en arterias y venas de sujetos jóvenes y sanos (Wong et al., 2009).  

Se han observado contracciones endoteliales dependientes de COX en respuesta 

a la ACh y otras sustancias vasoactivas (por ejemplo, ácido araquidónico, ATP, el 

ionóforo de calcio A23187) en vasos sanguíneos de diferentes especies (Lüscher & 

Vanhoutte, 1990). De hecho, la mayoría de las contracciones dependientes del endotelio 

se evitan por inhibidores no selectivos de COXs (Miller & Vanhoutte, 1985), mostrando 

el papel central de estas enzimas en el fenómeno. Los estudios de bioensayo indicaron 

que los prostanoides vasoconstrictores implicados son producidos por la COX 

endotelial en lugar de la del MLV (Yang et al., 2003). Se han identificado dos isoformas 

de la enzima en los vasos sanguíneos (Félétou et al., 2011). La COX-1 se expresa 

constitutivamente, mientras que la COX-2 es altamente inducible (Pritchard et al., 

1994). Usando inhibidores selectivos de las dos isoformas de la enzima, experimentos 

de biología molecular y estudios con vasos sanguíneos de ratones genéticamente 

modificados,  con los resultados obtenidos se sugiere que la COX-1 es la fuente 

principal del EDCF, al menos en las arterias de ratón (Zhou et al., 2013) y en la aorta de 

SHR y ratas diabéticas (Yang et al., 2003; Virdis et al., 2013). En estas arterias, la 

expresión de COX-1 está regulada al alza, lo que facilita la producción aumentada de 

prostanoides vasoconstrictores en el endotelio que se difunden para contraer el MLV 

subyacente (Tang & Vanhoutte, 2009). Las consecuencias de dicha regulación de la 

expresión de COX-1 en estas arterias pueden ser revertidas por inhibidores selectivos 

de esta isoforma. Sin embargo, en condiciones patológicas, incluyendo hipertensión, 

diabetes y obesidad, la expresión de COX-2 en las arterias se regula al alza (Pritchard et 

al., 1994). Además, la expresión de COX-2 aumenta con la edad y con el shear stress 

resultante del aumento del flujo pulsátil (Hendrickson et al., 1999). La COX-2 también 

se puede expresar constitutivamente, como es el caso del endotelio de las arterias renal, 

pulmonar y humana de rata y en células endoteliales cultivadas (Baber et al., 2003). En 

las situaciones en que la COX-2 endotelial está presente o inducida, los prostanoides 

generados por esta isoforma pueden provocar contracciones dependientes del 

endotelio, las cuales, se inhiben selectivamente por inhibidores de la COX-2, indicando 

que las contracciones dependientes del endotelio están mediadas por la regulación al 

alza de la COX-2 (Blanco-Rivero et al., 2005; Sánchez et al., 2010a; Liu et al., 2015). En la 
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hipertensión humana, la COX-2 está sobreexpresada y parece ser la principal isoforma 

responsable de la disfunción endotelial (Virdis et al., 2013). Por lo tanto, ambas 

isoformas COX pueden generar contracciones dependientes del endotelio (Vanhoutte, 

2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Se ha propuesto que la contracción dependiente del endotelio esté compuesta por dos 
componentes: la generación de prostanoides y ROS. Cada componente depende de la actividad de la COX-
1 endotelial y de la estimulación de los receptores TP localizados en el músculo liso para inducir la 
contracción. AA, ácido araquidónico; ACh, acetilcolina; M, receptores muscarínicos; P, receptores 
purinérgicos; PGD2, prostaglandina D2; PGE2, prostaglandina E2; PGF2α, prostaglandina F2α; PLA2, 
fosfolipasa A2; ROS, especies reactivas del oxígeno; TXA2, tromboxano A2;. Tomado de Vanhoutte et al., 
(2017). 

Por otro lado, la proteína morfogénica ósea 4 (BMP4), que se consideraba que 

participaba sobre todo en el desarrollo embrionario y la formación de huesos y 

cartílagos, ejerce una amplia gama de actividades fisiopatológicas, incluyendo el 

comienzo y el mantenimiento de la disfunción endotelial (Wong et al., 2010b). Las 

enfermedades caracterizadas por un aumento de la producción de ROS (por ejemplo, 

en cánceres e hipertensión) van acompañadas de un incremento de los niveles celulares 

y circulantes de BMP4 (Guo & Dong, 2014). En el ratón, la infusión de BMP4 exógena 

perjudica las relajaciones inducidas por ACh ex vivo a través de la estimulación de la 

Nox, lo que conduce a la sobreexpresión de la COX-2 dependiente de ROS en las 

células endoteliales y produciendo la aparición de contracciones dependientes del 



   REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA    

 

69 

endotelio (Wong et al., 2010b). Dicha disfunción endotelial inducida por BMP4 está 

ausente en ratones deficientes de COX-2, apoyando este hecho que la isoforma 

inducible de COX es responsable de las relajaciones anormales dependientes del 

endotelio y del predominio de las respuestas mediadas por el EDCF (Wong et al., 

2010b). El papel de la BMP4 estimulando la expresión de COX-2 mediante el aumento 

de la producción de ROS, también se ha confirmado en arterias de ratas hipertensas y 

en seres humanos, ya que la nogina, un antagonista de BMP4, mejora la función 

endotelial y reduce la expresión tanto de BMP4 como de COX-2 en arterias renales de 

ratas hipertensas y en pacientes humanos (Wong et al., 2010b). 

La aspirina y el inhibidor del receptor TP terutrobán mejoran las respuestas a 

los estímulos de los vasodilatadores dependientes del endotelio en pacientes con CAD, 

lo que sugiere que los prostanoides derivados del endotelio contribuyen a la disfunción 

endotelial resultado de la enfermedad (Husain et al., 1998). La hipoxia es un 

importante regulador al alza de la síntesis de ET-1, aumentando la expresión génica del 

péptido en células endoteliales animales y humanas y aumentando su liberación en 

diversos lechos vasculares in vivo y, por lo tanto, incrementando también sus niveles 

circulantes (RaKugi et al., 1990). 

Finalmente, la disfunción endotelial es una manifestación previa a la disfunción 

vascular que precede a complicaciones cardiometabólicas y resistencia a la insulina. 

Por dicho motivo, se propone una terapia combinada entre programas educacionales 

efectivos y tratamientos farmacológicos que reduzcan el estrés oxidativo (Pierce et al., 

2009) y la inflamación para prevenir complicaciones metabólicas y cardiovasculares 

asociadas a la obesidad (Prieto et al., 2013). 

1.3 ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ROS) 

El aumento de los niveles de ROS juega un papel importante en la regulación 

del tono vascular y en la disfunción endotelial. Los aniones •O2‾ inactivan eficazmente 

el NO, reduciendo así su biodisponibilidad y favoreciendo la aparición de 

contracciones dependientes del endotelio (Miyagawa et al., 2007). En particular, en 

condiciones de un elevado estrés oxidativo (por ejemplo, en presencia de altos niveles 

de glucosa), el ONOO‾ se forma por la reacción de NO con aniones •O2‾, lo que 

conduce a la nitración de tirosina y posterior inactivación de la PGIS (Zou et al., 2002), 
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originando una producción compensatoria de prostaglandina E2 y F2α que 

posteriormente son responsables de las contracciones dependientes del endotelio 

(Gluais et al., 2005).  

1.3.1 Generación y metabolismo de las ROS en la pared vascular 

La familia ROS comprende muchas moléculas que tienen efectos diversos sobre 

la función celular, como la regulación del crecimiento y la diferenciación celular, la 

modulación de la producción y descomposición de la matriz extracelular, la 

inactivación del NO y la estimulación de muchas quinasas y genes proinflamatorios 

(Mueller et al., 2005; Touyz, 2005; Harrison et al., 2006). Es importante destacar que 

muchas de estas acciones están asociadas con cambios patológicos observados en las 

enfermedades cardiovasculares. El término "estrés oxidativo" describe condiciones que 

implican un aumento de los niveles de ROS. Las ROS, también denominadas "especies 

derivadas del oxígeno" u "oxidantes", se producen como sustancias intermedias en las 

reacciones de reducción-oxidación (redox) que llevan el O2 a H2O. Las ROS son 

entidades químicas reactivas que comprenden dos grupos principales: radicales libres 

(por ejemplo, •O2‾, •OH, NO) y derivados no radicales de O2 (por ejemplo, H2O2, 

ONOO‾) (Fridovich, 1997; Dröge, 2002). Un radical libre es cualquier especie capaz de 

existir de manera independiente que se compone de uno o más electrones no 

emparejados. El electrón desemparejado genera una elevada reactividad que hace 

inestable al radical. Los derivados que no tienen radicales son menos reactivos y más 

estables con una semivida más larga que los radicales libres. De las ROS generadas en 

las células cardiovasculares, el •O2‾ y H2O2 parecen ser particularmente importantes. 

En los sistemas biológicos, el •O2‾ dura muy poco debido a su rápida reducción a H2O2 

por la acción de la superóxido dismutasa (SOD) (Johnson & Giulivi, 2005). La carga 

negativa del anión superóxido hace que sea incapaz de cruzar las membranas 

celulares, excepto a través de canales iónicos. En contraste, el H2O2 tiene una vida útil 

más larga que el •O2‾, es relativamente estable y se difunde fácilmente dentro y entre 

células. La principal fuente de H2O2 en el tejido vascular es la dismutación del •O2‾ 

pudiendo ser dicha reacción espontánea o catalizada por la SOD, de la cual hay tres 

isoformas en mamíferos: SOD de cobre/zinc (Cu-Zn SOD, SOD1), SOD mitocondrial 

(Mn SOD, SOD2) y SOD extracelular (ecSOD, SOD3) (Faraci & Didion, 2004; Mendez et 

al., 2005). La principal SOD vascular es eSOD. Las distintas propiedades entre el •O2‾ y 
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H2O2 y sus diferentes sitios de distribución significan que distintas ROS pueden activar 

diferentes vías de señalización, lo que conduce a respuestas funcionales divergentes y 

potencialmente opuestas. Por ejemplo, los niveles incrementados de •O2‾ inactivan el 

vasodilatador NO que conduce a disfunción endotelial y vasoconstricción, 

característica de muchas enfermedades vasculares, incluida la hipertensión (Cai & 

Harrison, 2000; Tabet et al., 2004). Por otra parte, el H2O2 actúa como vasodilatador en 

algunos lechos vasculares, incluyendo arterias cerebrales, coronarias y mesentéricas 

(Matoba et al., 2000; Liu et al., 2003; Paravicini et al., 2004).  

Las ROS son producidas por todos los tipos de células vasculares, incluyendo 

las células endoteliales, músculo liso y capa adventicia, y puede ser formadas por 

numerosas enzimas. Las fuentes enzimáticas de ROS que son importantes en la 

enfermedad vascular y la hipertensión son la XO, la NOS desacoplada y la NADPH 

oxidasa. La XO, que cataliza la oxidación de la hipoxantina y la xantina para formar 

•O2‾, está presente en el endotelio vascular (Lacy et al., 1998). Aunque el •O2‾ 

derivado de la XO ha sido estudiado principalmente en el contexto de la enfermedad 

cardíaca, hay evidencias que sugieren su implicación en la disfunción vascular en la 

hipertensión. Las SHRs demuestran niveles elevados de XO endotelial y un aumento 

de la producción de ROS, que se asocian con el incremento del tono arteriolar (Suzuki 

et al., 1998). Esto puede estar mediado en parte a través de una vía suprarrenal, porque 

la adrenalectomía reduce la expresión de XO (DeLano et al., 2006). La disfunción 

endotelial en ratas transgénicas con sobreexpresión de renina y angiotensinógeno 

también se ha asociado con una actividad incrementada de XO (Mervaala et al., 2001). 

Además de los efectos sobre la vasculatura, la XO puede jugar un papel en el daño 

orgánico en la hipertensión. En modelos experimentales de hipertensión, la actividad 

de la XO aumenta en el riñón. En las SHRs, la inhibición a largo plazo de la XO con 

alopurinol redujo la actividad renal XO sin disminuir la presión sanguínea, lo que 

indica que el aumento de la producción renal de ROS fue consecuencia de la 

hipertensión y no de un factor contribuyente (Laakso et al., 1998). El hallazgo de que el 

alopurinol puede mejorar la hipertrofia cardíaca y renal en SHRs y retardar la 

progresión de la enfermedad renal en pacientes con enfermedad renal crónica e 

hipertensión (Siu et al., 2006), mientras que tiene un impacto mínimo sobre la presión 

arterial (Laakso et al., 2004), apoya un papel para la XO en el daño orgánico en 

hipertensos en lugar de en el desarrollo de la hipertensión per se. Esto puede estar 
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mediado a través de los efectos vasculares directos del ácido úrico producido por XO 

(Corry & Tuck, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Fuentes enzimáticas de •O2‾. Las principales enzimas responsables de la generación de ROS en la 
vasculatura incluyen NADPH oxidasa, xantina oxidasa, y NOS desacoplada. Tomado de Paravicini & 
Touyz (2008). 

Las NOS también pueden contribuir a la producción de ROS, ya que las tres 

isoformas NOS han demostrado ser susceptibles del "desacoplamiento" que conduce a 

la formación de •O2‾ (en lugar de NO) (Andrew & Mayer, 1999). Para la eNOS, este 

proceso se desencadena in vitro a través de la ausencia de los cofactores L-arginina y 

BH4 (Vásquez-Vivar et al., 1998). Se ha demostrado el desacoplamiento de la eNOS 

endotelial en la hipertensión inducida por la sal de acetato de deoxicorticosterona 

(DOCA) y en SHR. El tratamiento con BH4 mejora la presión arterial tanto en la 

hipertensión debida a la sal de DOCA como en las SHR (Hong et al., 2001; Landmesser 

et al., 2003). Si los efectos de la NOS desacoplada se deben a cambios en la producción 

de •O2‾ o de NO, no está claro. Para esclarecer esto, se comparó la presión sanguínea y 

la función endotelial en ratones con sobreexpresión transgénica de eNOS dirigida al 

endotelio (eNOSTg) con otros ratones de camada en los que el acoplamiento de eNOS 

fue restaurado por endotelio adicional dirigido a la sobreexpresión de GTP 

ciclohidrolasa 1 (eNOS/GCH-Tg) para aumentar las concentraciones de BH4 endotelial 

(Adlam et al., 2007). La presión arterial se redujo igualmente en ambos genotipos, en 

comparación con los animales de tipo salvaje. Además, ambos ratones eNOS-Tg y 
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eNOS/GCH-Tg mostraron una vasorelajación dependiente de endotelio alterada de 

forma similar, demostrando que las respuestas vasorelajantes reducidas resultan de la 

desensibilización de la señalización mediada por cGMP y están asociadas con un 

aumento de la producción NO en lugar de cambios en la producción de •O2‾ (Adlam 

et al., 2007). Sin embargo, otros autores han demostrado que los efectos vasculares del 

desacoplamiento de la eNOS se deben a una mayor producción de •O2‾. El aumento 

de las ROS vasculares puede inducir el desacoplamiento de la eNOS como 

consecuencia del aumento de la oxidación de la BH4 y la inhibición de la 

dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (Widder et al., 2007). De hecho, se ha 

demostrado que la NADPH oxidasa provoca un desacoplamiento de la NOS endotelial 

y promueve la producción de •O2‾ dependiente de XO (Landmesser et al., 2006). 

La NADPH oxidasa es una enzima multi-subunidad que cataliza la producción 

de •O2‾ por la reducción de un electrón de O2 empleando la NADPH o NADH como 

donador de electrones. La NADPH oxidasa se encuentra en los neutrófilos y tiene cinco 

subunidades: p47phox ("phox" significa fagocito oxidasa), p67phox, p40phox, p22phox 

y la subunidad catalítica gp91phox (también llamada Nox2) (Chabrashvili et al., 2002; 

Babior, 2004;). En las células no estimuladas, p47phox, p67phox y p40phox se 

encuentran en el citosol, mientras que p22phox y gp91phox están en la membrana, 

donde se comportan como una flavoproteína heterodimérica, el citocromo b558. En la 

estimulación, p47phox se fosforila y las subunidades citosólicas forman un complejo 

que se trasloca a la membrana, donde se asocia con el citocromo b558 para ensamblar 

la oxidasa activa, que transfiere electrones del sustrato al O2, formando •O2‾ (Touyz et 

al., 2003a). La activación también requiere la participación de Rac 2 (o Rac 1) y Rap 1A 

(Bokoch & Zhao, 2006). Aunque las NADPH oxidasas fueron originalmente 

consideradas como enzimas expresadas sólo en células fagocíticas implicadas en la 

defensa del hospedador y la inmunidad innata, estudios científicos recientes indican 

que hay una familia entera de NADPH oxidasas, basada en el descubrimiento de 

homólogos de gp91phox (Cave et al., 2006; Geiszt, 2006). Los nuevos homólogos, junto 

con gp91phox, se denominan ahora familia de la Nox de NADPH oxidasas. La familia 

comprende siete miembros, incluyendo Nox1, Nox2 (anteriormente denominado 

"gp91phox"), Nox3, Nox4, Nox5, Duox1 y Duox2 (Griendling, 2006). Se expresan en 

muchos tejidos y median diversas funciones biológicas. Nox1 se encuentra en el colon 

y las células vasculares y juega un papel en el sistema inmunológico y el crecimiento 
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celular; Nox2 es la subunidad catalítica de la explosión respiratoria oxidativa en 

fagocitos, pero también se expresa en células vasculares, cardíacas, renales y neurales; 

Nox3 se encuentra en el tejido fetal y en el oído interno adulto y participa en la función 

vestibular; Nox4, originalmente denominado "Renox" (oxidasa renal), debido a su 

abundante presencia en el riñón, también se encuentra en las células vasculares y 

osteoclastos; y Nox5 es un homólogo dependiente de Ca2+, que se encuentra en los 

testículos y el tejido linfoide, pero también en las células vasculares. Duox1 y 2 son Nox 

tiroideas implicadas en la biosíntesis de la hormona tiroidea. A pesar de que todas las 

proteínas Nox están presentes en roedores y humanos, el genoma de ratón y rata no 

contiene el gen nox5. Aunque los procesos de regulación y función de cada Nox aún no 

están claros, pero es evidente que las enzimas Nox son críticas para las respuestas 

biológicas normales y que contribuyen a enfermedades cardiovasculares y renales, 

incluyendo hipertensión y aterosclerosis (Paravicini & Touyz, 2008). 

Cómo las moléculas de NADPH oxidasa interactúan en las células 

cardiovasculares y cómo generan •O2‾ no se conoce completamente. Todos las Noxes 

parecen tener una necesidad obligatoria de p22phox (Ambasta et al., 2004; Kawahara, 

Ritsick et al., 2005). Considerando que Nox2 requiere p47phox y p67phox para su 

actividad, Nox1 puede interactuar con los recientemente identificados homólogos de 

p47phox y p67phox, llamados organizador Nox1 (NOXO1) y activador Nox1 

(NOXA1), respectivamente (Cheng & Lambeth, 2005; Ambasta et al., 2006). La NADPH 

oxidasa vascular es sensible a varios factores de crecimiento (factor de crecimiento 

derivado de plaquetas, factor de crecimiento epidérmico y TGF-β), citoquinas (TNF-α, 

interleucina 1 y factor de agregación plaquetaria), fuerzas mecánicas (estiramiento 

cíclico, laminar y shear stress oscilatorio) y factores metabólicos (hiperglucemia, 

hiperinsulinemia, ácidos grasos libres, productos finales de la glicación avanzada y 

agonistas de receptores acoplados a proteínas G (5-HT, trombina, bradiquinina, ET y 

Ang II) (Bayraktutan et al., 2000; Li & Shah, 2002; Lassegue & Clempus, 2003; Miller et 

al., 2006; Takeya & Sumimoto, 2006). La Ang II, a través de los receptores AT1, es un 

importante y potencial regulador de la NADPH oxidasa cardiovascular que activa a la 

misma mediante la estimulación de vías de señalización que implican c-Src p21Ras, 

proteína quinasa C, fosfolipasa D y fosfolipasa A2 (Ushio-Fukai et al., 1998; Griendling 

et al., 2000; Seshiah et al., 2002). La Ang II también influye en la activación de la 
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NADPH oxidasa mediante la regulación transcripcional de las subunidades de la 

oxidasa (Touyz et al., 2002). 

Los antioxidantes se definen como sustancias que, cuando están presentes a 

bajas concentraciones con relación a un sustrato oxidable, retrasan significativamente o 

previenen la oxidación de ese sustrato. Los organismos vivos han desarrollado una 

serie de defensas antioxidantes para mantener su supervivencia contra el estrés 

oxidativo. Estos mecanismos son diferentes en los compartimentos intracelular y 

extracelular y comprenden tipos enzimáticos y no enzimáticos. Los principales 

antioxidantes enzimáticos vasculares son la SOD, catalasa y glutatión peroxidasa 

(Sindhu et al., 2005; Siu et al., 2005; Gongora et al., 2006). La SOD cataliza la 

dismutación del •O2‾ en H2O2 y O2. De las tres isoformas de SOD, la SOD extracelular 

es la SOD vascular principal. Es producida y segregada por las células del MLV y se 

une a los glicosaminoglicanos en la matriz extracelular vascular en la superficie de las 

células endoteliales y desempeña un papel importante en la regulación del estado del 

oxidante en el intersticio vascular (Wassmann et al., 2004). El glutatión reducido juega 

un papel importante en la regulación del estado redox intracelular de las células 

vasculares proporcionando equivalentes reductores para muchas vías bioquímicas 

(Touyz et al., 2003b). La glutatión peroxidasa reduce el H2O2 y los peróxidos lipídicos a 

agua y alcoholes lipídicos, respectivamente, y a su vez oxida el glutatión a glutatión 

disulfuro. El sistema de glutatión peroxidasa/glutatión puede ser importante en el 

estrés oxidativo de bajo nivel. La catalasa es una enzima antioxidante intracelular que 

se encuentra principalmente en los peroxisomas celulares y en cierta medida en el 

citosol, que cataliza la reacción de H2O2 a agua y O2 (Cai, 2005). La catalasa es muy 

eficaz en concentraciones elevadas de estrés oxidativo y protege a las células del H2O2 

producido dentro de la célula. La enzima es especialmente importante en el caso de 

que haya un contenido limitado de glutatión o una actividad reducida de glutatión 

peroxidasa. La tiorredoxina reductasa es una enzima antioxidante que participa en 

procesos reductores celulares dependientes de tiol (Kajiya et al., 2007). Numerosos 

antioxidantes inespecíficos, como el α-tocoferol (vitamina E) y el ácido ascórbico 

(vitamina C), eliminan OH• así como otros radicales (Shimokawa & Matoba, 2004). La 

baja biodisponibilidad antioxidante promueve el estrés oxidativo celular y ha sido 

implicada en el daño oxidativo asociado con la hipertensión (Wassmann et al., 2004). 
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Las ROS influyen en el crecimiento de las células vasculares, la migración, la 

proliferación y la activación (Touyz et al., 2003b; Cai, 2005). Desde el punto de vista 

fisiológico, las ROS derivadas de la NADPH oxidasa han sido implicadas en la 

regulación del tono vascular modulando directamente la vasodilatación (el H2O2 puede 

tener acciones vasodilatadoras) o indirectamente disminuyendo la biodisponibilidad 

de NO mediante su unión al •O2‾ para dar lugar al ONOO‾ (Shimokawa & Matoba, 

2004; Kajiya et al., 2007).  Las ROS, a través de la regulación del factor de hipoxia 

inducible 1 (HIF-1), también son importantes en la detección de O2 (Goyal et al., 2004), 

que es esencial para mantener su homeostasis. En condiciones patológicas, las ROS 

están implicadas en la inflamación, disfunción endotelial, proliferación celular, 

migración y activación, deposición de matriz extracelular, fibrosis, angiogénesis y 

remodelación cardiovascular, procesos relevantes que contribuyen al remodelamiento 

cardiovascular y renal en la hipertensión, la aterosclerosis, la diabetes, el fallo cardíaco 

y la lesión de isquemia miocárdica por perfusión (Pawlak et al., 2004; San Martin et al., 

2007). Estos efectos están mediados a través de la regulación redox sensible a múltiples 

moléculas de señalización y segundos mensajeros incluyendo las proteínas quinasas 

activadas por mitógenos, las proteínas tirosina fosfatasas, las tirosina quinasas, los 

genes proinflamatorios, los canales iónicos y el Ca2+ (Kimura et al., 2005; Yoshioka et 

al., 2006; Hool & Corry, 2007). 

Son diversos los mecanismos por los que las ROS originan disfunción 

endotelial. Las ROS se han identificado como EDCF per se en la arteria basilar canina 

(Katusic & Vanhoutte, 1989) y en la arteria renal de rata. Los radicales libres pueden 

presumiblemente difundir al MLV subyacente y activar la COX en las células del MLV 

(Katusic & Vanhoutte, 1989; Yang et al., 2002; Yang et al., 2003; Shi & Vanhoutte, 2008), 

produciendo así prostanoides que a su vez activan los receptores TP. Los radicales 

libres derivados del oxígeno pueden llegar a las células del MLV a través de los canales 

constituidos por las uniones gap mio-endoteliales (Tang & Vanhoutte, 2008b). Las ROS 

pueden amplificar en lugar de inducir directamente, contracciones dependientes del 

endotelio. Esta interpretación se basa en las observaciones de que en un número de 

arterias, los scavengers de ROS permeables a las células, tales como tempol, provocan 

de manera variable las contracciones dependientes del endotelio (Yang et al., 2002; 

Yang et al., 2003). En arterias como la aorta del ratón, las arterias renales de ratas 

hipertensas, un aumento de la producción de ROS estimula la COX-2 endotelial para 
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liberar más ROS y prostanoides que a su vez activan los receptores TP para producir la 

contracción de las células del MLV (Tian et al., 2012). Por lo tanto, las ROS actúan como 

un desencadenante para la liberación del EDCF que conduce a una mayor amplitud de 

las contracciones endoteliales resultantes. En el comienzo de las contracciones 

dependientes del endotelio generadas por las ROS, la ACh y A23187 provocan una 

gran producción de radicales libres endoteliales (Tang et al., 2007). Puesto que dicha 

producción es reducida por la indometacina, la COX parece ser una de las principales 

fuentes de aniones •O2‾ en las células endoteliales (Tang et al., 2007). Esto 

aparentemente sucede también en el caso de la vasculatura del antebrazo humano, 

donde tanto los inhibidores de COX como los antioxidantes reducen la disfunción 

endotelial (Virdis et al., 2013). Otras enzimas generan ROS intracelular, incluyendo XO, 

NO sintasas desacopladas, oxidasas mitocondriales, lisil oxidasa y Nox. El estrés 

inducido por una respuesta proteica desacoplada (UPR) en el RE también produce ROS 

(Lenna et al., 2014). Las propiedades de eliminación de NO y la facilidad de las 

contracciones dependientes del endotelio ejercidas por ROS ayudan a entender por qué 

las sustancias que disminuyen el estrés oxidativo confieren protección vascular. Por 

ejemplo, la berberina (un alcaloide botánico purificado de los rizomas de Coptidis) 

inhibe el estrés del RE al activar la AMPK (Liu et al., 2015). En las arterias carótidas de 

SHR, la berberina inhibe la expresión de un número de proteínas relacionadas con el 

estrés del RE (incluyendo el factor de inicio de la traducción eucariota 2A, la proteína 

de unión a X-box 1 y la activación del factor de transcripción 2 y 6) y reduce la 

producción de ROS regulando a la baja la COX-2 (Liu et al., 2015). La defensa 

antioxidante natural representada por las proteínas desacopladas, puede capturar ROS 

de la mitocondria y reducir el estrés oxidativo (Liu et al., 2014). Por ejemplo, la 

sitagliptina [un inhibidor selectivo de la DPP4 que aumenta la expresión de la proteína 

desacoplada 2 (UCP2)] reduce la expresión de la COX-2 disminuyendo el estrés 

oxidativo en las arterias de SHR (Liu et al., 2014). Observaciones similares en aorta de 

ratones infundidos con angiotensina II indican que la sitagliptina normaliza la 

sobreproducción de ROS y atenúa las contracciones dependientes del endotelio, un 

efecto ausente en los ratones en los que se había eliminado el gen de UCP2 (Liu et al., 

2014). En concordancia con lo mencionado anteriormente, la expresión de UCP2 se 

reduce en las arterias renales de SHR en comparación con la rata Wistar-Kyoto (WKY), 

y la sobreexpresión de UCP2 inhibe las contracciones dependientes de endotelio en el 
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primer caso (Liu et al., 2014). Por lo tanto, la UCP2 mitocondrial regula negativamente 

la producción de ROS intracelular y previene la aparición de contracciones 

dependientes del endotelio. Esta interpretación es consistente con la observación de 

que las contracciones dependientes del endotelio son atenuadas por scavengers de ROS 

de la mitocondria tales como la coenzima Q10 e idebenona (Liu et al., 2014). La HO-1 es 

otro regulador negativo de ROS intracelular que reduce la expresión y la actividad de 

la COX vascular en ratas diabéticas y, por tanto, influye en la producción de 

prostanoides vasoconstrictores (Wang et al., 2014). Compuestos tales como la hemina y 

dímero de tricarbonildiclororutenio II que inducen la expresión de HO-1 o liberan el 

monóxido de carbono producto de HO-1, respectivamente, suprimen la producción de 

ROS, inhiben la regulación al alza de la COX-2 y deterioran las contracciones 

dependientes del endotelio en la aorta de SHR (Wang et al., 2014). En conjunto, las ROS 

amplifican las contracciones dependientes del endotelio inactivando el NO, actuando 

como un EDCF per se, y/o regulando al alza la expresión y la actividad de las COX 

(Vanhoutte et al., 2017). 

Las ROS influyen en muchos procesos fisiológicos incluyendo el sistema 

inmune, la biosíntesis hormonal, la fertilización, y la señalización celular. El aumento 

de la producción de ROS (denominado "estrés oxidativo") ha estado implicado en varias 

patologías como la hipertensión, aterosclerosis, diabetes y enfermedad renal crónica. 

Una fuente principal de ROS vascular y renal es una familia de NADPH oxidasas no 

fagocíticas, que incluye la Nox2, así como otras oxidasas de NADPH, tales como Nox1 

y Nox4. Otras fuentes posibles incluyen las enzimas de transporte de electrones 

mitocondriales, XO, COX, LOX y NOS desacoplada. El ROS derivado de la oxidasa de 

NADPH desempeña un papel fisiológico en la regulación de la función endotelial y del 

tono vascular y un papel fisiopatológico en la disfunción endotelial, inflamación, 

hipertrofia, apoptosis, migración, fibrosis, angiogénesis y rarefacción, procesos 

importantes que anteceden al remodelado cardiovascular y renal en hipertensión y 

diabetes. Estos hallazgos han suscitado un gran interés debido a las posibilidades que 

ofrecen con respecto a las terapias contra la NADPH oxidasa no fagocítica para 

disminuir la generación de ROS y/o estrategias para aumentar la disponibilidad de 

óxido nítrico (NO) y antioxidantes que puedan ser útiles para minimizar la lesión 

vascular y la disfunción renal y, de esta forma prevenir o retroceder el daño de órganos 

diana asociado con la hipertensión y la diabetes (Paravicini & Touyz, 2008).  
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1.3.2 ROS y riñón 

En el 2014, los Centros para el Control y la Prevención de Enfermedades (CDC) 

informaron que más del 10% de los adultos en los Estados Unidos tienen enfermedad 

renal crónica (ERC), de los cuales, el 30% de los individuos mayores de 65 años 

presentan alguna forma de insuficiencia renal. Los adultos con diabetes o hipertensión 

tienen un riesgo particularmente alto de desarrollar ERC. Aproximadamente uno de 

cada tres adultos con diabetes y uno de cada cinco adultos con hipertensión 

desarrollan ERC (CDC, 2014; Ratliff et al., 2016). Lamentablemente, el tratamiento de la 

insuficiencia renal no ha progresado en los últimos 70 años desde la introducción de la 

diálisis. Parte del problema de desarrollar tratamientos terapéuticos nuevos y más 

efectivos es que todavía no se entienden completamente todos los mecanismos 

moleculares que son responsables del progreso de la insuficiencia renal. Un paciente 

que sufre alguna forma de lesión renal aguda (LRA) tiene un alto riesgo de desarrollar 

ERC durante los 10-15 años siguientes. Las causas de la LRA son variables, al igual que 

las causas de la ERC. Mientras que la LRA es el resultado de un episodio agudo 

transitorio de daño sistémico, la ERC se produce generalmente debido a predisposición 

genética, síndrome o enfermedad que lleva a lesión renal secundaria o a un ataque 

previo de LRA. Sin embargo, en todos los casos de deterioro de la función renal, ya sea 

agudo o crónico, el estrés oxidativo juega un papel en el daño renal y ofrece un objetivo 

potencial para la intervención terapéutica. De hecho, el estrés oxidativo se ha 

relacionado con la patogénesis de una serie de enfermedades  tales como enfermedades 

cardiovasculares, aterosclerosis, hipertensión, cáncer, diabetes, enfermedades 

neurodegenerativas de la artritis (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer y Parkinson) 

y envejecimiento (Valko et al., 2007; Ratliff et al., 2016). 

1.3.3 Estrés oxidativo y función vascular renal  

El estrés oxidativo afecta directa e indirectamente a todas las facetas de la 

función renal, incluyendo la reactividad vascular y la hemodinámica renal, la FGR y la 

reabsorción y secreción tubulares en todos los segmentos de la nefrona. Durante la 

lesión o la enfermedad, la señalización del estrés oxidativo altera todos estos procesos 

y promueve rutas prodañinas que conducen a la apoptosis celular, necrosis, alteración 
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de la expresión génica, la progresión del daño tisular, la promoción de la fibrosis y la 

función renal anormal (Ratliff et al., 2016). 

La reducción de un electrón de O2 da como resultado la generación de anión 

•O2‾ y esto conduce a una variedad de ROS (Noiri et al., 2011). Como se ha mencionada 

anteriormente, el •O2‾ es generado por varias enzimas oxidasas y por componentes de 

la cadena de transporte de electrones mitocondrial. El anión •O2‾ tiene propiedades 

reactivas bastante selectivas y difunde mal a través de las membranas biológicas 

debido a que se transporta principalmente a través de canales aniónicos. El anión •O2‾ 

también se somete a dismutación (ya sea espontáneamente o mediante catálisis 

enzimática) para formar otra ROS, la especie no radical H2O2. El H2O2 también puede 

formarse por reducción directa de O2 por oxidasas. A diferencia del •O2‾, el H2O2 tiene 

propiedades de transporte de la membrana similares al agua y esto le permite difundir 

a través de las membranas e influir en los sistemas reguladores en otros 

compartimentos celulares o células cercanas. El •O2‾ libera Fe3+ de las proteínas hierro-

azufre y ferritina, promoviendo así la generación de ROS adicionales. Una especie 

potencial es el radical •OH, que se genera fácilmente por la reacción de Fenton de H2O2 

con Fe2+. Los radicales •OH atacan y reaccionan con casi todos los constituyentes 

celulares y generan radicales libres reactivos adicionales. Además, también pueden 

formarse especies reactivas similares al radical •OH a partir de la descomposición de 

RNS como ONOO‾, que se genera a partir de la reacción de •O2‾ con NO. Las especies 

reactivas similares al •OH reaccionan con los componentes celulares, tales como los 

ácidos grasos insaturados en los lípidos y los ácidos nucleicos, y promueven la 

peroxidación de los lípidos y el daño del ADN mitocondrial y nuclear. El ácido 

hipocloroso (HOCl) es otra ROS, que es liposoluble y extremadamente reactivo. El 

HOCl se forma por mieloperoxidasa de células fagocíticas cuando metaboliza el H2O2. 

En presencia de nitrito, la mieloperoxidasa reacciona para generar especies altamente 

reactivas (tales como el dióxido de nitrógeno [•NO2]), que se comportan de manera 

similar al ONOO‾ al promover la nitración de tirosina y otras reacciones. Los bajos 

niveles de ROS tienen importantes funciones en la señalización de las células, pero a 

medida que aumentan sus niveles, las ROS participan activamente en procesos 

fisiopatológicos que incluyen la inducción de diversas formas de muerte celular. Las 

RNS derivados del radical libre de NO (incluyendo •NO2, ONOO‾ y otras RNS) son 

factores adicionales en la fisiopatología renal. El NO está formado por las diversas 
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isoformas de la NOS que utilizan L-arginina, O2, y otros cofactores, como la BH4, para 

producir NO. El radical libre de NO es muy selectivo en sus propiedades reactivas y 

puede pasar a formar otras RNS, incluyendo ONOO‾, que se forma por la reacción de 

NO con •O2‾. A menudo se observa que las RNS interactúan con componentes 

celulares, incluyendo grupos tiol y ácidos grasos insaturados, para promover la 

regulación a través de procesos tales como tiol (RSH) u oxidación de lípidos u otras 

modificaciones, como la nitrosación (RSNO) o nitración (RSNO2). Aunque algunas de 

estas interacciones son parte de la señalización, a medida que aumentan los niveles de 

RNS, éstas contribuyen activamente a los procesos patológicos en los sistemas 

cardiovascular y renal (Ratliff et al., 2016). 

Las primeras enzimas intrínsecas que combaten el estrés oxidativo son las 

isoformas de SOD catalizando, como ya se ha comentado, la dismutación del •O2‾ en O2 

y H2O2 (Matés & Sánchez-Jiménez, 1999; Matés, 2000). Las tres isoformas de SOD se 

encuentran constitutivamente en el riñón y se localizan en la mitocondria, el 

citoplasma y el espacio extracelular donde está anclada por su dominio de unión a la 

heparina (Folz et al., 1997; Nozik-Grayck et al., 2005; Zelko & Folz, 2005). De las 

isoformas de SOD, la MnSOD (SOD2) está presente en las mitocondrias, la CuZn-SOD 

(SOD1 y SOD3) en el citosol y el espacio extracelular, respectivamente (Matés & 

Sánchez-Jiménez, 1999; Matés, 2000). La isoforma de la SOD1 representa hasta un 80% 

de la actividad total de la SOD en el riñón de los mamíferos (Marklund, 1984), pero 

sólo alrededor de un tercio de la actividad de la misma se ejerce en los vasos renales, lo 

que evita la interrupción de la señalización del NO (Carlström et al., 2010). Esto pone 

de manifiesto el lugar en el que las ROS y RNS se generan en la célula e indica que el 

estrés oxidativo producido por las mitocondrias desempeña un papel vital en la 

patogénesis de la enfermedad e insuficiencia renal. 

Tras la acción de la SOD, la cual genera H2O2 a partir de •O2‾, las peroxidasas y 

catalasa posteriormente van a convertir el H2O2 en O2 y/o H2O. La catalasa está 

presente en todas las células aerobias y en el riñón cuenta con una elevada expresión 

(Deisseroth & Dounce, 1970). Además, la catalasa desempeña un papel crítico en la 

reducción de ROS y la prevención de la peroxidación de lípidos. La deficiencia de 

catalasa da lugar a la acumulación de ROS mitocondrial, un efecto que conduce al 

deterioro funcional de las mitocondrias (Hwang et al., 2012). Otras defensas de vital 
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importancia incluyen el glutatión y los sistemas de peroxidasa de tiorredoxina. Las 

enzimas de dichos sistemas están distribuidas por toda la célula, incluso en las 

mitocondrias, el citoplasma y el núcleo (Oberley et al., 2001; Ebrahimian & Touyz, 

2008). Los sistemas de glutatión y tiorredoxina han estado implicados tanto en la 

regulación de redox celular como en muchos mecanismos de señalización, controlando 

procesos tales como la síntesis de ADN, proliferación celular y apoptosis (Fukai, 2009). 

Se ha informado que además de los niveles reducidos de SOD y catalasa, la glutatión 

también está disminuida en un modelo de rata con nefropatía diabética (Chander et al., 

2004) y en pacientes con ERC. Por el contrario, se ha demostrado que el incremento de 

los niveles de catalasa y glutatión proporciona resistencia frente al H2O2 en las células 

epiteliales tubulares renales (Goligorsky et al., 1993). Otras moléculas que actúan como 

antioxidantes e influyen en la función renal son el ácido ascórbico (vitamina C), el 

tocoferol (vitamina E), la cisteína (Jackson et al., 2002; Day, 2009) y el indicador más 

sensible del estrés celular, la HO-1 (Poss & Tonegawa, 1997). Mientras que los 

antioxidantes juegan un papel crítico en el mantenimiento de la homeostasis fisiológica 

y fisiopatológica de los tejidos y las células asociado con la prevención de la 

acumulación de ROS y RNS, cuando su capacidad de neutralización es superada por el 

estrés oxidativo, como consecuencia se generan daños patológicos en los tejidos. Por 

ejemplo, la desregulación de antioxidantes, particularmente de la catalasa y 

peroxidasas, da como resultado la acumulación de H2O2, que puede reaccionar con 

metales de transición para formar posteriormente especies altamente reactivas y 

dañinas, tales como el radical •OH. Además, los estudios indican que la 

sobreproducción de •O2‾, principalmente por la NADPH oxidasa y mitocondria, y el 

metabolismo del •O2‾ reducido por la SOD y otros antioxidantes, pueden iniciar o 

potenciar el desarrollo de la hipertensión (Araujo & Wilcox, 2014). En este punto, la 

producción de •O2‾ y ROS inducida por NADPH oxidasa se eleva en las células del 

MLV de arterias de resistencia renal y en leucocitos infiltrados, lo que provoca un 

aumento de la ADMA plasmática y la peroxidación lipídica. A medida que los efectos 

continúan aumentando, los daños en los riñones progresan y la función renal 

disminuye (Wanget al., 2009). 

El papel de las ROS y RNS se considera un factor crítico implicado en la 

iniciación y la progresión de varias enfermedades y lesiones renales en mamíferos, 

incluyendo la nefropatía diabética, insuficiencia renal relacionada con hipertensión, 
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insuficiencia por isquemia-reperfusión (IRI), nefropatía inducida por tóxicos y varias 

formas de síndromes inflamatorios (Shalamanova et al., 2007; Cachofeiro et al., 2008). 

Hay generación de ROS y RNS tanto en células tubulares renales como vasculares 

durante numerosas tensiones tisulares y celulares. En el riñón y los sistemas 

vasculares, hay muchas fuentes de ROS y RNS que se producen durante condiciones 

fisiológicas y patológicas, pero las principales fuentes de generación de estrés oxidativo 

en el riñón provienen de la NADPH oxidasa y la mitocondria (Brodsky et al., 2002; 

Ohsaki et al., 2012). Sin embargo, al estresarse las células y los tejidos, el equilibrio 

entre la generación y eliminación de ROS y RNS se pierde debido al aumento de la 

formación de ROS/RNS y/o a la disminución de la actividad antioxidante, 

provocando la acumulación de estas moléculas. A medida que aumentan los niveles de 

ROS y RNS, se produce daño celular y la función tisular se ve afectada.  

Las NADPH oxidasas, junto con las mitocondrias, son los principales 

productores de •O2‾ y son las principales fuentes de alteración de la señalización 

celular (Pieczenik & Neustadt, 2007). A medida que la NADPH oxidasa transfiere 

electrones de NADPH, éstos reaccionan con O2 para formar •O2‾, que normalmente se 

convierte rápidamente en H2O2. Todos los componentes necesarios para que actúe la 

NADPH oxidasa están presentes en el riñón, incluso la presencia de cuatro isoformas 

diferentes de esta oxidasa: Nox1, Nox2, Nox4 y Nox5. La expresión de los distintos 

componentes de la isoforma de NADPH oxidasa ha sido observada a lo largo de la 

corteza y la médula del riñón de mamíferos (incluso humanos), incluyendo en el 

mesangio, túbulos contorneados proximales, túbulos contorneados distales, conducto 

colector, mácula densa (Fujii et al., 2007; Orient et al., 2007), endotelio y células del 

MLV (Araujo & Wilcox, 2014). La NADPH oxidasa se localiza en la membrana 

plasmática y genera superóxido para la señalización redox de procesos tales como la 

proliferación celular y la interacción con el sistema inmune que incluye dirigir la 

apoptosis fagocitótica de los microbios invasores (Ma, 2014). De las isoformas de 

NADPH oxidasa en el riñón, Nox4 es la isoforma que más se expresa (Geiszt et al., 

2000), produciendo grandes cantidades de H2O2 constitutivamente (Thallas-Bonke et 

al., 2015). La actividad de NADPH oxidasa (incluyendo la inducción de la expresión de 

Nox2) puede estimularse mediante Ang II (Hattori et al., 2005) y citoquinas 

proinflamatorias tales como interferón gamma (IFNγ). Informes recientes indican que 
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la isoforma Nox5 también puede influir en la fisiología tubular y contribuir a 

glomerulopatías (Holterman et al., 2015). 

Las mitocondrias en las células renales normalmente producen bajos niveles de 

ROS, que se cree que desempeñan un papel en los procesos de señalización celular, 

como la detección de hipoxia. Sin embargo, la producción de •O2‾ en las mitocondrias 

se ve potenciada por una serie de estímulos fisiopatológicos, que incluyen la Ang II, 

TNFα, adhesión de integrinas, diabetes y niveles elevados de glucosa, LDL oxidada y 

•O2‾ generado por la NADPH oxidasa (Brodsky et al., 2002; Thomas et al., 2008). Estos 

estímulos aumentan la generación de •O2‾ mitocondrial al afectar los sistemas 

reguladores intracelulares que aumentan el calcio intracelular, abren los canales de 

KATP mitocondriales y aumentan el potencial de membrana. Como resultado, la 

producción de •O2‾ se produce en el complejo I y el complejo III de la cadena de 

transporte de electrones mitocondriales. Además, el H2O2 y los productos de oxidación 

de lípidos también pueden aumentar la generación de ROS mitocondrial en las células 

renales. También se demostró que las células endoteliales contienen una isoforma de 

NOS mitocondrial que es capaz de generar •O2‾ durante el estrés (Brodsky et al., 2002). 

Los niveles de •O2‾ se mantienen normalmente a niveles bajos en la matriz 

mitocondrial debido a su conversión a H2O2 por la Mn-SOD (SOD2) mitocondrial. Sin 

embargo, es crítico para que el •O2‾ mitocondrial excesivo sea neutralizado para 

prevenir daño a las mitocondrias. Si no se neutraliza el •O2‾, causa estrés oxidativo 

mitocondrial al interrumpir las uniones hierro-azufre, liberando hierro y promoviendo 

procesos que deterioran la función mitocondrial. Si la generación de •O2‾ y ROS es 

excesiva en las mitocondrias, los canales de la membrana mitocondrial (incluyendo los 

canales aniónicos en la membrana interna) se abren (Lemasters et al., 1998), 

produciendo el colapso del potencial de membrana mitocondrial y la posterior 

generación de ROS por la cadena de transporte de electrones (Wang et al., 2008). El 

estrés oxidativo se agrava por la reducción de los niveles de SOD2. Por ejemplo, en los 

pacientes con ERC, SOD2 se regula a la baja en neutrófilos durante el estrés, causando 

mayor generación de ROS debido a la disfunción de neutrófilos que presentan estos 

pacientes (Olsson et al., 2011). A medida que la generación de •O2‾ y ROS en la 

mitocondria continúa, se induce la acumulación de la UCP2 (Robey & Hay, 2006). El 

aumento de UCP2 conduce a la migración de protones hacia el interior lo que interfiere 

con la función de la ATP sintasa y reduce la síntesis de ATP (Noiri et al., 2011), un 
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efecto que perjudicaría los procesos de reabsorción dependiente de ATP en las células 

epiteliales tubulares renales. Si estos efectos son suficientemente graves, se producirá 

autofagia, apoptosis o necrosis en estas células (Pushpa-rekhaet al., 1995). 

Los efectos de las ROS y RNS dentro del riñón durante la enfermedad y/o 

insuficiencia parecen estar coordinados espacial y temporalmente con posibles factores 

múltiples. Todas las células asociadas con la vasculatura renal, incluyendo células 

endoteliales, las células del MLV, fibroblastos adventiciales y células inflamatorias 

residentes e infiltradas, parecen ser capaces de producir niveles de ROS y/o RNS que 

promueven la fisiopatología. Mientras que la generación de ROS y la señalización 

influyen en la reabsorción de Na + en las células tubulares a través de la nefrona, tiene 

efectos directos sobre la vasorreactividad en los vasos renales con aumento de ROS 

asociado con la resistencia vascular renal (RVR) (Welch et al., 2001). El estrés oxidativo 

vascular desempeña un papel crítico en la progresión del daño renal durante la 

enfermedad. El endotelio es particularmente vulnerable al estrés oxidativo y 

experimenta un cambio en el fenotipo ya que los niveles de ROS en y alrededor de los 

vasos sanguíneos se hacen moderados a severos. Este efecto adverso sobre el endotelio 

promueve la inflamación, incluyendo la producción de citoquinas mejorada y la 

expresión de moléculas de adhesión superficial (Li & Shah, 2004) que promueven 

eficazmente la remodelación vascular. 

El NO también juega un papel crítico en el endotelio durante la enfermedad 

renal y el estrés oxidativo. Los bajos niveles de NO (generados por eNOS) inducen la 

expresión de genes antioxidativos, protegen a las células endoteliales renales y 

mesangiales de la apoptosis y la fibrosis (Walpen et al., 2001; Dreieicher et al., 2009) y 

promueven la hemodinámica renal normal. En las células endoteliales, además de estar 

anclada a la membrana celular, la eNOS también puede presentarse en la cara 

citosólica de la membrana mitocondrial externa (Gao et al., 2004). Las concentraciones 

fisiológicas de NO en las células inhiben la cyt-c oxidasa (Brown, 1995), pudiendo 

alterar potencialmente la generación de ROS mitocondrial. El aumento moderado de 

las ROS en la mitocondria estabiliza el factor inducible por hipoxia (HIF) en las células 

endoteliales (Guzy et al., 2005) y estimula el factor nuclear eritroide 2 (NRF-2) 

(Piantadosi & Suliman, 2006), efectos que son a la vez protectores contra el estrés 

oxidativo y renoprotectores (Higgins et al., 2007; Nangaku & Eckardt, 2007). El factor 
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de transcripción NRF-2 se desactiva habitualmente en un complejo inhibidor con la 

proteína asociada a ECH-1 de tipo Kelch (Keap-1). Una vez que el estrés oxidativo 

aumenta y Keap-1 se oxida, se libera NRF-2 y se une a la región promotora del factor 

respiratorio nuclear 1 (NRF-1). La unión a NRF-2 promueve la expresión de numerosas 

moléculas antioxidantes, incluyendo varias enzimas de los sistemas de glutatión y 

tiorredoxina, SOD, catalasa, HO-1 y otras moléculas antioxidantes. Además, la 

estimulación inducida por ROS de NRF-1 promueve la activación del factor de 

transcripción mitocondrial A (Tfam) y la estimulación de la replicación/transcripción y 

biogénesis del ADN mitocondrial (Wu et al., 1999; Gleyzer et al., 2005), efectos 

dirigidos a prevenir el daño tisular. La reducción de la actividad de NRF-2 se ha 

implicado en la progresión de la insuficiencia renal en un modelo de ratón de la ERC 

(Kim et al., 2011b). Durante la hipertensión y la ERC hay una mayor producción de 

ROS en el riñón debido a la elevada actividad de la NADPH oxidasa, el incremento de 

la respiración mitocondrial y la disminución de la eficiencia en el uso de O2 para el 

transporte de Na+ (Welch et al., 2001; Araujo & Wilcox, 2014). El aumento del nivel de 

ROS disminuye el NO derivado del endotelio funcional al desacoplar las enzimas NOS. 

Esta reducción del NO derivado del endotelio es primordial en la progresión de la 

patogénesis hemodinámica renal debido a la pérdida de la capacidad del NO para 

inducir la vasodilatación y contrarrestar la acción de vasoconstrictores tales como Ang 

II, ET-1 y flujo del sistema nervioso simpático. A medida que la biodisponibilidad NO 

continúa disminuyendo, debido a su reacción con •O2‾ y posterior formación de 

ONOO‾, la RVR aumenta y la natriuresis de presión mediada por NO se atenúa 

(Wilcox, 2005; Vaziri & Rodríguez-Iturbe, 2006). Si la reducción del NO persiste, la 

disfunción endotelial se produce y es seguida por el desarrollo de enfermedades 

cardiovasculares y renales (Hamilton et al., 2001; Halcox et al., 2002). 

Durante el período inicial de inflamación, el mesangio glomerular reacciona 

generando •O2‾ y H2O2, principalmente por la NADPH oxidasa (Pfeilschifter & Beck, 

2011). Durante ciertos estados de enfermedad cuando hay niveles elevados circulantes 

de glucosa, Ang II y aldosterona (Shibata et al., 2007), estos factores inducen además la 

generación de ROS en células mesangiales (Lee et al., 2003; Sachse & Wolf, 2007). En el 

caso de Ang II y aldosterona, la actividad de la NADPH oxidasa (Nox1) y la 

producción de •O2‾ se induce por la vía de estimulación del receptor de angiotensina II 

tipo 1 (AT1) y de los MRs, respectivamente (Hua et al., 2012). El aumento de los niveles 
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de ROS induce a los podocitos glomerulares y células mesangiales a generar Ang II y 

reforzar la retroalimentación que promueve más generación de ROS (Lodha et al., 

2002). A medida que la generación de ROS perdura, el estrés oxidativo mitocondrial 

aumenta (Lodha et al., 2002) y diversas vías de quinasa se estimulan en células 

mesangiales, incluyendo la PKC (Lassègue et al., 2001), la proteína quinasa B 

(PKB)/Akt (Gorin et al., 2003), PDK-1 (Block et al., 2008) y JNK (G. Ding et al., 2007). La 

actividad quinasa estimulada altera la expresión génica en células mesangiales. La 

generación constante de ROS y las vías de señalización resultantes inducen la 

modificación de ROS de podocitos y proteínas glomerulares como se demostró en 

pacientes con ERC (Cohen et al., 2002). Un informe reciente demostró que las ROS 

también pueden influir directamente en la permeabilidad de la membrana basal 

glomerular y alterar la FGR (Sverrisson et al., 2015). Si la generación de ROS continúa 

empeorando, el estrés oxidativo promueve la autofagia y la apoptosis en los podocitos 

y las células mesangiales (Böhler et al., 2000; Moreno-Manzano et al., 2000), la 

estimulación de vías profibróticas y la aparición de glomerulosclerosis, y la 

interrupción de la barrera de FGR que conduce a la proteinuria (Sverrisson et al., 2015). 

A medida que la inflamación avanza en el riñón murino, las células mesangiales 

y endoteliales con estrés ayudan a reclutar leucocitos en las regiones glomerular y 

perivascular mediante la liberación de ROS y cito/quimioquinas proinflamatorias, 

incluyendo la proteína quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1), RANTES (citoquina 

expresada y secretada por el linfocito T normal en función de su grado de activación) y 

molécula de adhesión intracelular-1 (ICAM) (Satriano et al., 1997). En consecuencia, los 

leucocitos se infiltran en el riñón y contribuyen significativamente al medio oxidativo 

prodañino. A pesar de la contribución de ROS por las células endoteliales y 

mesangiales, la principal fuente de estrés oxidativo y nitrosante en el glomérulo y 

perivasculatura durante la insuficiencia renal, como la asociada con sepsis, deriva de 

las células inmunes invasoras. Los leucocitos infiltrados (incluidos los neutrófilos y los 

macrófagos) invaden el glomérulo y los segmentos perivasculares, liberan grandes 

cantidades de citoquinas proinflamatorias como la interleucina-1β (IL-1β) y el TNFα y 

sufren una explosión respiratoria, que incluye la liberación elevada de •O2‾ por 

mieloperoxidasa (principalmente por la NADPH oxidasa), especies similares a 

radicales •OH, HOCL, H2O2, NO (vía óxido nítrico sintasa inducible [iNOS]) y NO2 

(Rosen et al., 2002). Las células mieloides y los macrófagos que entran en el riñón de la 
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circulación también liberan citoquinas proinflamatorias debido a la activación inducida 

por ROS de los inflamasomas (Cruz et al., 2007; Allen et al., 2009). La expresión de 

iNOS está regulada al alza en células mesangiales de rata durante el estrés por varias 

citoquinas (incluyendo IL-1β e IFNγ) (Eberhardt et al., 1996), endotoxinas (LPS), factor 

de crecimiento fibroblástico básico (Kunz et al., 1997) y por generadores de ROS, 

incluyendo el sistema hipoxantina/xantina oxidasa (Beck et al., 1998). Los altos niveles 

de NO generado por iNOS median efectos proinflamatorios mediante la activación del 

NFκB y la proteína activadora 1 (AP-1) regulando la transcripción y promoviendo aún 

más la producción de iNOS y la proteína inflamatoria de macrófagos 2 (MIP-2) (Mühl 

& Pfeilschifter, 1995; Walpen et al., 2001). La actividad de la iNOS continúa elevando 

los eventos tóxicos inducidos por RNS en el riñón mediante la nitración de proteínas y 

lípidos (Pfeilschifter et al., 2002), un efecto que avanza aún más el daño renal en la rata 

(Peresleni et al., 1996; Goligorsky et al., 2002). Existe controversia sobre el papel del NO 

generado por iNOS en el glomérulo. Varios laboratorios que usan modelos murinos 

han informado que el NO y el RNS participan en la muerte apoptótica y necrótica en 

las células mesangiales (Böhler et al., 2000; Moreno-Manzano et al., 2000), dando como 

resultado la pérdida de células mesangiales, la acumulación de la matriz y la 

progresión de la glomerulonefritis  (Weinberg et al., 1994; Narita et al., 1995). En 

cambio, otros informes han indicado que el ONOO‾ y las tensiones nitrosantes ejercen 

sólo efectos tóxicos mínimos sobre las células mesangiales debido a los potenciales 

mecanismos intrínsecos de defensa frente a las RNS en estas células (Sandau et al., 

1997) y que la inhibición de iNOS en su lugar provoca un aumento de deposición de 

fibronectina, hipercelularidad y proteinuria (Westenfeld et al., 2002; Satriano et al., 

2006). La discrepancia de los efectos del NO parece estar relacionada con su 

concentración. Por ejemplo, el NO media los efectos renoprotectores en un rango de 

concentración específico cuando sus niveles son bajos, pero como la producción de NO 

inducida por iNOS aumenta a concentraciones patológicas, se pierden sus efectos 

protectores y se produce daño. En comparación, las células endoteliales vasculares han 

demostrado una susceptibilidad particular a los efectos tóxicos del ONOO‾. A 

diferencia de las células mesangiales, las células endoteliales en el glomérulo y las 

estructuras perivasculares no parecen tener un sistema de protección comparable 

contra el estrés nitrosante (Pfeilschifter & Beck, 2011). A pesar de los informes 

contradictorios, parece que la generación de NO y ROS continúa desempeñando un 
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papel en su ciclo de retroalimentación que mejora la generación y liberación de •O2‾ y 

H2O2 en leucocitos y células mesangiales glomerulares. A medida que avanza la lesión 

de los tejidos y progresa la inflamación, los niveles circulantes y locales de las 

citoquinas de los tejidos como IL-1β y TNFα (Radeke et al., 1990) siguen aumentando, 

la NADPH oxidasa en las células renales es estimulada y la producción de ROS se 

vuelve aún más pronunciada. Estos procesos amplifican los procesos proinflamatorios 

y el daño tisular, causando remodelación citoesquelética y vascular, fibrosis 

(Bonventre, 1993) y posible insuficiencia renal. Después de un estrés oxidativo 

prolongado, se produce cambio eventual en el balance del NO producido en 

comparación con ROS y RNS en el glomérulo renal de tal forma que la generación de 

ROS y RNS se reemplaza por un dominio en la producción de NO en células 

mesangiales (Pfeilschifter et al., 2002). Se cree que el cambio resulta de la amplificación 

inducida por ROS de la expresión de iNOS inducida por citoquinas y posterior 

generación de NO en células mesangiales (Pfeilschifter & Beck, 2011). Como resultado, 

la generación de ROS por NADPH oxidasa es reprimida por la presencia de altas 

cantidades de NO generado (Plesková et al., 2006), que controla la expresión del 

homólogo Nox1 de NADPH oxidasa a través de mecanismos dependientes de cGMP. 

Posteriormente, la producción de NO se ralentiza debido al agotamiento de cofactores 

de la NOS y/o la inhibición de iNOS mediada por NO (Pfeilschifter & Beck, 2011). 

Hay otras fuentes de ROS en el riñón. El desacoplamiento de eNOS aparece en 

la generación de •O2‾ durante condiciones patológicas, como la diabetes y la 

inflamación, cuando la disponibilidad de biopterina se reduce debido a su oxidación 

(Crabtree et al., 2008). El retículo endoplasmático (RE) genera ROS como un 

subproducto del acoplamiento y oxidación de proteínas (Malhotra & Kaufman, 2007). 

La degradación de los ácidos grasos por los peroxisomas explica la generación de 

•O2‾(Vasko & Goligorsky, 2013). Los defectos en la vía del poliol producen ROS 

mientras reducen la síntesis de glutatión. Las enzimas XO, LOX y COX, también 

contribuyen a la generación de ROS en el riñón. Se demostró que la COX-2 puede 

mejorar la producción de ROS y, posteriormente, mejorar la apoptosis en células 

mesangiales y células de túbulos proximales cultivadas (PTCs). Otros factores que 

contribuyen al estrés oxidativo en el riñón incluyen iones metálicos tales como Fe3+ y 

Cu2+. El hierro redox activo cataliza (a través de la reacción de Haber-Weiss) el daño 

oxidativo a proteínas y lípidos (peroxidación lipídica), eventos que están asociados con 
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la enfermedad renal y su gravedad (Monnier et al., 2011). De hecho, el nivel de 

peroxidación lipídica en el riñón se utiliza normalmente como un marcador para la 

gravedad del daño renal y puede ayudar a los médicos a comprobar el estado de los 

riñones para el trasplante. El aumento de la peroxidación lipídica y la posterior 

formación y acumulación renal de productos finales de lipoxidación desencadenan vías 

proinflamatorias que incluyen la activación del receptor para productos finales de 

glicación avanzada (Iacobini et al., 2009). Los aminoácidos que contienen grupos 

sulfhidrilo, tales como cisteína y metionina, son los principales objetivos de oxidación 

debido a la susceptibilidad de sus grupos tiol a ser oxidados. Los grupos sulfhidrilo en 

estos aminoácidos pueden oxidarse fácilmente mediante HOCl, peróxidos y ONOO‾ 

(Monnier et al., 2011). La tirosina, el triptófano, la arginina, la prolina, la lisina y la 

histidina también son susceptibles a la oxidación (Ma, 2014), mientras que la lisina es 

particularmente susceptible a la modificación debido a la peroxidación de lípidos 

(Halliwell & Gutteridge, 1989). La modificación oxidativa post-traslacional de las 

proteínas de estos aminoácidos puede alterar la función de la proteína. Además de la 

modificación de la proteína, las ROS y RNS pueden oxidar los carbohidratos 

(produciendo productos finales de glicación avanzada [AGEs]) y dañar el ADN. Existe 

una fuerte correlación en pacientes humanos con enfermedad renal grave y niveles 

elevados de AGEs (Beisswenger et al., 1993; Miyata et al., 2000). Las enzimas 

circulantes y celulares inducen productos de peroxidación lipídica en el riñón y/o se 

unen a receptores, activan vías de señalización intracelular, incluyendo NFκB, y 

posteriormente activan la producción de citoquinas y ROS (Schmidt et al., 2000; Peppa 

et al., 2004). Estos efectos proinflamatorios se agravan al igual que los sistemas 

antioxidantes intracelulares, incluyendo el sistema glutatión, un efecto que promueve 

además el daño renal. 

Los efectos de ROS y RNS también inducen daño renal influyendo en la 

expresión génica a nivel transcripcional y alterando la función de la proteína a través 

de modificaciones postraduccionales (Bogdan, 2001; Pfeilschifter et al., 2003). La 

expresión génica alterada resulta de la inducción de varios factores de transcripción 

redox sensibles (incluyendo NFκB, AP-1 y HIF-1) y la oxidación, nitración y nitrosación 

de las 500 quinasas potenciales y 200 fosfatasas contenidas en las células del riñón 

humano (Bogdan, 2001; Pfeilschifter et al., 2003). El estrés oxidativo disminuye la 

regulación de la proteína tirosina fosfatasas, mientras que la regulación de las proteínas 
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tirosina quinasas, incluyendo las vías de la MAPK JNK y p42/p44 (ERK-1/ERK-2) 

(Bogdan, 2001), aunque el NO inducido por la activación de la guanilato ciclasa soluble 

y la generación de cGMP desencadena procesos de fosforilación que pueden 

contrarrestar algunos de estos efectos. Las concentraciones elevadas de glucosa, como 

ocurre durante la nefropatía diabética, conducen a un aumento de ROS en las células 

mesangiales a través de la activación de PKC (las ROS también puede mejorar 

directamente la actividad PKC contituyendo un vínculo de retroalimentación positiva) 

(Ha & Lee, 2000). La señalización de la PKC estimulada por ROS, posteriormente 

activó las MAPK en las células mesangiales y endoteliales, seguido por la activación de 

los factores de transcripción, NFκB y AP-1, expresión alterada de MCP-1 y 

metaloproteasa 9 (Gauer et al., 2008) y estimulación de los efectos proinflamatorios de 

las proteínas de choque térmico (HSPs) (Polla et al., 1998) y osteopontina (Gorin et al., 

2003). La regulación al alza de las ROS del factor de crecimiento transformante beta 

(TGF-β) en las células mesangial y endotelial estimula la señalización SMAD y, 

posteriormente, aumenta la expresión del colágeno 1, 3 y 4, fibronectina, y el inhibidor 

del activador del plasminógeno 1, atenuando la actividad de los factores de 

degradación de la matriz extracelular (Iglesias-De La Cruz et al., 2001; Osman et al., 

2009). Está bien documentado que la activación de estas vías de señalización conduce a 

una mejor proliferación de células mesangiales y a una hipercelularidad, una mayor 

formación de la matriz mesangial y una fibrosis renal en mamíferos. La 

glomerulosclerosis también es el resultado de la generación de ROS como resultado de 

la señalización de aldosterona y Ang II, que activa la MAPK p38 y promueve la 

proliferación de células del MLV y mesangiales, producción de fibronectina y colágeno 

y posterior expansión fibrótica de la matriz extracelular (Miyata et al., 2005; Fujimoto et 

al., 2008). 

La insuficiencia crónica de vitamina D, se asocia con una vasodilatación 

mediada por flujo reducida en humanos (Sokol et al, 2012). Así mismo, la deleción del 

receptor de vitamina D (VDR) del endotelio, atenúa las relajaciones dependientes del 

endotelio en el ratón (Ni et al., 2014). Por el contrario, la suplementación con vitamina 

D mejora la función endotelial en pacientes con enfermedad renal (Zoccali et al., 2014). 

La mejora de la función endotelial se atribuye al aumento de la expresión/actividad de 

la eNOS y a una mayor producción de NO junto con la inhibición del aumento del 

estrés oxidativo causado por la angiotensina II endógena (Martínez-Miguel et al., 2014; 
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Ni et al., 2014). Además, tanto la administración aguda como crónica de vitamina D, 

reducen las contracciones dependientes del endotelio mediadas por prostanoides ex 

vivo (Wong et al., 2008). Sin embargo, el efecto positivo de la vitamina D sobre la 

función endotelial, puede ser compensado por una regulación al alza de la producción 

o acción de la ET-1 (Martínez-Miguel et al., 2014). Por otra parte, los estudios 

epidemiológicos implican que un nivel bajo de vitamina D se asocia con un deterioro 

de la función vascular (Hashemi et al., 2015). El tratamiento crónico con calcitriol, la 

forma activa de la vitamina D, reduce la amplitud de las contracciones dependientes 

del endotelio ex vivo en las arterias de ratas hipertensas. La protección inducida por 

calcitriol, implica la activación del VDR que conduce a la regulación negativa de la 

expresión de receptores AT1 y subunidades de la Nox, lo que a su vez, evita la 

sobreproducción de ROS (Dong et al., 2012). Esta regulación, también se acompaña de 

una expresión reducida de mRNA de COX-1 y presencia de proteína, así como por una 

presión arterial baja. Estos cambios se han confirmado en las arterias renales humanas 

pero sin embargo, no se observan en animales normotensos (Dong et al., 2012). Por lo 

tanto, los individuos hipertensos con deficiencia de vitamina D pueden ser más 

propensos a la disfunción endotelial caracterizada por el aumento de la aparición de 

contracciones dependientes del endotelio (Vanhoutte et al., 2017). 
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El endotelio es un órgano endocrino que contribuye a la homeostasis vascular 

liberando diferentes sustancias vasoactivas y tróficas como son el NO, la PGI2 y el 

EDHF. Además de su papel en la patogénesis de la enfermedad vascular, las ROS 

pueden actuar como moléculas de señalización fisiológicas en la pared vascular y se ha 

descrito que el H2O2 está involucrado en las respuestas relajantes de tipo EDH en las 

arteriolas coronarias (Shimokawa, 2010) donde es liberado en respuesta al flujo y a los 

agonistas y causa hiperpolarización del MLV mediante la activación de KCa 

(Shimokawa, 2010). Se han propuesto como fuentes de generación de ROS en el 

endotelio en condiciones fisiológicas la mitocondria, las NADPH oxidasas endoteliales 

y las CYP (Liu et al., 2003; Larsen et al., 2009; Liu et al., 2013;).  

Una fracción sustancial de las respuestas relajantes dependientes del endotelio 

de las arterias renales está mediada por un factor no-NO no-prostanoide de naturaleza 

desconocida que causa hiperpolarización del MLV (Büssemaker et al., 2003).  

La obesidad es un problema de salud público a nivel mundial cuya prevalencia 

está en continuo crecimiento y se asocia con el desarrollo de resistencia a la insulina, 

hipertensión, dislipidemia y diabetes tipo II en su conjunto conocidos como síndrome 

metabólico. La obesidad y el síndrome metabólico incrementan el riesgo de 

complicaciones diabéticas tales como la nefropatía y la enfermedad renal crónica 

(Kramer et al., 2005). Sin embargo, estudios epidemiológicos recientes sugieren que la 

ERC puede desarrollarse en individuos obesos no diabéticos y que la obesidad 

representa un factor de riesgo de enfermedad renal independiente de diabetes, 

hipertensión y otras comorbilidades (De Vries et al., 2014).  

Tanto la COX-1 como la COX-2 se expresan constitutivamente en el riñón y los 

metabolitos derivados de la COX juegan un papel esencial en la hemodinámica renal y 

en la función tubular (Imig, 2006). Sin embargo, la COX-2 es una enzima inducible en la 

inflamación y ha sido implicada en la respuesta inflamatoria renal en el curso de la 

obesidad. La expresión de la COX está aumentada tanto en microvasos renales como 

en la corteza y los glomérulos renales y asociada a la lesión renal; el tratamiento con 

inhibidores de la COX-2 disminuye la expresión renal de citoquinas inflamatorias, 

reduce la albuminuria y alivia la glomeruloesclerosis en el riñón de modelos 
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experimentas de obesidad (Dey et al., 2004a). Sin embargo, la contribución específica 

de la COX-2 a la disfunción endotelial renal no se conoce.  

Está establecido que el estrés oxidativo es el vínculo común entre las principales 

vías patogénicas durante el desarrollo de las complicaciones micro y macrovasculares 

en la diabetes, incluyendo la nefropatía diabética (Forbes et al., 2008). En el riñón, la 

producción de ROS derivadas de la mitocondria inducidas por la hiperglucemia en el 

curso de la diabetes, induce el incremento en la expresión de la COX-2 en las células 

mesangiales (Kiritoshi et al., 2003), y las relaciones entre la COX-2 y las ROS han sido 

estudiadas en arterias renales y arterias de otros lechos vasculares donde se ha 

demostrado que dicha enzima es una fuente importe de producción de ROS en 

condiciones de enfermedad vascular, tales como la diabetes (Shi et al., 2008) y la 

hipertensión (Tian et al., 2012). El estrés oxidativo, es un factor patogénico clave en el 

desarrollo de la disfunción endotelial y la enfermedad vascular asociadas a la obesidad 

(Prieto et al., 2013). Sin embargo, las relaciones específicas entre el estrés oxidativo 

renal, la COX-2 y la disfunción endotelial no han sido determinadas en el riñón en el 

curso de la obesidad.  

Por todo lo expuesto, con el objetivo general de valorar el papel de las ROS en 

la función endotelial renal normal y el papel del estrés oxidativo en la disfunción 

endotelial asociada a la obesidad, los objetivos específicos del presente trabajo han 

sido: 

1. Evaluar si el H2O2 está implicado en las respuestas relajantes dependientes 

del endotelio de las arterias intrarrenales. 

2. Determinar las posibles fuentes endoteliales de generación de ROS 

involucradas en las respuestas relajantes de las arterias renales. 

3. Caracterizar los mecanismos de acción vascular de ROS como el H2O2 tanto 

a nivel del endotelio como del MLV renal. 

4. Valorar la posible disfunción endotelial y fuentes de estrés oxidativo en 

arterias renales de un modelo experimental de obesidad genética/síndrome 

metabólico. 

5. Determinar el papel de la COX-2 como fuente de estrés oxidativo y en la 

disfunción endotelial de arterias renales en la obesidad. 
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A B S T R A C T 

 

Reactive oxygen species (ROS) like hydrogen peroxide (H2O2) are involved in the in endothelium-derived hyperpolarization 

(EDH)-type relaxant responses of coronary and mesenteric arterioles. The role of ROS in kidney vascular function has mainly 

been investigated in the context of harmful ROS generation associated to kidney disease. The present study was sought to 

investigate whether H2O2 is involved in the endothelium– dependent relaxations of intrarenal arteries as well the possible 

endothelial sources of ROS generation involved in these responses. Under conditions of cyclooxygenase (COX) and nitric 

oxide (NO) synthase inhibition, acetylcholine (ACh) induced relaxations and stimulated H2O2 release that were reduced by 

catalase and by the glutathione peroxidase (GPx) mimetic ebselen in rat renal interlobar arteries, suggesting the involvement 

of H2O2 in the endothelium-dependent responses. ACh relaxations were also blunted by the CYP2C inhibitor sulfaphenazole 

and by the NADPH oxidase inhibitor apocynin. Acetylcholine stimulated both superoxide (O2
•−

) and H2O2 production that 

were reduced by sulfaphenazole and apocynin. Expression of the antioxidant enzyme CuZnSOD and of the H2O2 reducing 

enzymes catalase and GPx-1 was found in both intrarenal arteries and renal cortex. On the other hand, exogenous H2O2 

relaxed renal arteries by decreasing vascular smooth muscle (VSM) intracellular calcium concentration [Ca
2+

]i and markedly 

enhanced endothelial KCa currents in freshly isolated renal endothelial cells. CYP2C11 and CYP2C23 epoxygenases were 

highly expressed in interlobar renal arteries and renal cortex, respectively, and were co-localized with eNOS in renal 

endothelial cells. These results demonstrate that H2O2 is involved in the EDH-type relaxant responses of renal arteries and 

that CYP 2C epoxygenases are physiologically relevant endothelial sources of vasodilator H2O2 in the kidney. 

 

 

 

 

1. Introduction 

 
Healthy endothelium is an endocrine organ that contributes to vascular 

homeostasis by actively secreting vasoactive and trophic molecules that affect 

vasomotion, cell growth and proliferation, platelet adhesion, inflammation and 

permeability. In response to flow-induced shear stress and to chemical signals, 

endothelial cells release vasodila-tors such as nitric oxide (NO), 

cyclooxygenase (COX)-derived prosta-cyclin (PGI2) and the so-called 

endothelium-derived hyperpolarizing 

 

 

 

 

factors (EDHFs), the latter mainly involved in endothelium-dependent 

relaxations of small arteries and arterioles [1,2]. The nature of the EDHF has 

long time been a matter of debate, but various candidates including K
+
 ions, 

cytochrome P450 (CYP) epoxygenases-derived epoxyeicosatrienoic acids 

(EETs) and myoendothelial gap junction electrical communication are 

currently accepted as mediators of the endothelium-derived hyperpolarization 

(EDH) and arterial vasodilata-tion [1–3]. 

 
Besides its role in the pathogenesis of cardiovascular disease, 
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reactive oxygen species (ROS) can act as physiological signaling molecules 
in the vascular wall and have been involved in the endothelium-dependent 

responses of certain vascular beds. H2O2 was first demonstrated to mediate 

EDH responses in mesenteric arteries [4,5] and later in porcine and human 

coronary arterioles [6–8]. H2O2 released from the endothelium in response to 

flow and agonists causes hyperpolarization of vascular smooth muscle (VSM) 

through activation of Ca
2+

-activated K
+
 channels (KCa) [6,9] and of the 

Na
+
/K

+
 pump [10]. Moreover, H2O2 potentiates the EDH-type response by 

promoting Ca
2+

 release from endothelial cell stores [11,12]. Endothelial NOS 

(eNOS) was initially reported to be crucial in the synthesis of H2O2, since 

H2O2 produced by endothelial cells upon stimulation with ACh was markedly 

reduced in eNOS-knockout mice [4]. However, the mitochondria [13], the 

endothelial NADPH oxidases [14] and the CYP epoxygenases [15] are also 
important sources of ROS in the vascular wall including both superoxide 

(O2
•−

) and H2O2, the latter being involved in the endothelium-dependent 

vasodilatation in re-sponse to flow and agonists of coronary and mesenteric 

arterioles. The role of ROS in kidney vascular function has mainly been 

investi-gated in the context of harmful NADPH oxidase- and mitochondria-

derived ROS generation in diabetes and obesity-associated kidney disease 
[16,17], but little is known about the involvement of ROS species such as 

H2O2 in the endothelial-dependent vasodilatation of renal vessels. 

 

 

 

The kidney has a significant content of CYP enzymes that generate 

hydroxyeicosatetraenoic acids (HETEs) and EETs with important ac-tions on 

epithelial cell transport and renal hemodynamics [18]. CYP2C23 is the major 

epoxygenase enzyme in the kidney and CYP2C23-derived 11,12-EETs dilate 

rat interlobular and aff erent arterioles [19] and are involved in the 

endothelium-dependent responses to bradykinin in aff erent arterioles [20]. 

Assessment of the functional consequences of CYP expression in renal 

vessels and in general in the vasculature has mainly been focused on the 

vascular eff ects of EETs production. However, CYP epoxygenases can 

generate H2O2, O2
•−

 and other ROS during the CYP reaction cycle [21] and 

therefore might represent a physiologically relevant source of vascular H2O2 

generation. In coronary arteries, CYP 2C9 epoxygenase has been identified as 

an EDHF synthase and generates endothelial constrictor O2
•−

 that mod-ulates 

vascular tone by counterbalancing endothelial NO-mediated relaxations [15]. 

However, in mesenteric microvessels from insulin resistant obese Zucker rats, 

down-regulation of CYP epoxygenases was found to be associated with 

impaired non-NO-mediated vasodilator function suggesting an involvement 

of CYP-derived metabolites in the EDH-mediated vasodilator responses [22]. 

 

 

A substantial fraction of the endothelium-dependent responses of human and 

porcine renal interlobar arteries is mediated by a non-NO non-prostanoid 

relaxing factor and associated to VSM hyperpolarization [23]. However, 

involvement of H2O2 in the endothelial relaxant responses of renal arteries 

has not yet been characterized neither have been the enzymatic sources of 

H2O2 generation in the renal endothe-lium. The present study was sought to 

investigate whether H2O2 is involved in the endothelium–dependent 

relaxations of rat intrarenal arteries as well the possible endothelial sources of 

ROS generation involved in these responses. 

 

 

2. Methods 

 

2.1. Animal model 

 

All animal care and experimental protocols conformed to the European Union 

Guidelines for the Care and the Use of Laboratory Animals (European Union 

Directive 2010/63/EU) and were approved by the Institutional Animal Care 

and Use Committee of Madrid Complutense University. Wistar rats were 

housed at the Pharmacy School animal care facility and maintained on 

standard chow and water ad libitum, until they were used for study, at 16–18 

weeks of age. 
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Animals were killed by cervical dislocation and exsanguination, the kidneys 
were quickly removed and placed in cold (4 °C) physiological saline solution 

(PSS) of the following composition (mM): NaCl 119, NaHCO3 25, KCl 4.7, 

KH2PO4 1.17, MgSO4 1.18, CaCl2 1.5, EDTA 0.027 and glucose 11, 

continuously gassed with a mixture of 5% CO2/95% O2 to maintain pH at 

7.4. 

 

2.2. Dissection of microvessels and mounting 

 

Renal interlobar arteries, second- or third order branches of the renal artery 

from Wistar rats, were carefully dissected by removing the medullary 

connective tissue, as described previously [24] and mounted in parallel in 

double microvascular myographs (Danish Myotechnology, Denmark) by 

inserting two 40 µm tungsten wires into the vessel lumen (Fig. S1). After 

mounting the arteries were equilibrated for 30 min in PSS maintained at 37 

°C. The relationship between passive wall tension and internal circumference 

was determined for each individual artery and from this, the internal 

circumference, L100 corresponding to a transmural pressure of 100 mmHg for 

a relaxed vessel in situ was calculated. The arteries were set to an internal 

diameter L1 equal to 0.9 times L100 (L1=0.9×L100), since force development 

is close to maximal at this internal circumference. 

 
 
2.3. Experimental procedures for the functional experiments 

 
At the beginning of each experiment, arteries were challenged twice with 120 

mM K
+
(KPSS) in order to test vessel viability. The relaxant eff ects of 

acetylcholine (ACh) and of the hydrogen peroxide (H2O2) were assessed by 

adding cumulative concentrations of these agents on arteries precontracted 

with phenylephrine (Phe) (0.1–0.5 µM) [4,5,24– 27]. In rat intrarenal and 

coronary arterioles, addition of H2O2 concentrations up to 100 µM elicits 

reproducible vasoactive responses [24,27]. A range of low H2O2 

concentrations [1 nM to 1 µM] was used in order to obtain relaxant responses 

[24]. The relaxations to exogenous ACh were further obtained in the absence 

and presence of the catalase enzyme which catalyzes decomposition of H2O2 

(200 UI/ml) [27], of the glutathione peroxidase (GPx) mimetic ebselen (0.3 

µM) [25], of the NADPH oxidase inhibitor apocyclin (30 µM) [26,27], of the 

general COX inhibitor indomethacin (Indo, 1 µM) and of the NOS synthase 

inhibitor (L-NOARG, 100 µM) [4,24,27]. The eff ects of the specific inhibitor 

of CYP2C epoxygenases 4-amino-N-(1-phenyl-1H-pyrazol-5-yl) 

benzenesulfonamide (sulfaphenazole, 1 µM) [15] and of the soluble epoxide 

hydrolase (sEH) inhibitor 1-trifluoromethoxyphe-nyl-3-(1-propionylpiperidin-

4-yl) urea, N-[1-(1-oxopropyl)-4-piperidi-nyl]-N′-[4-

(trifluoromethoxy)phenyl]-urea (TPPU, 0.01 µM) were also assessed in renal 

arteries of Wistar rats under conditions of NOS and COX inhibition. The 

endothelium-dependent vasoactive eff ects of H2O2 were assessed on 

interlobar arteries precontracted with either Phe or 60 mM K
+
. The drugs 

were added to the myograph chamber 30 min before a second concentration-

response curve was performed, and the Phe concentration was adjusted to 

match the contraction during the first control curve assessment. 

 

 

 

2.4. Measurement of superoxide production by chemiluminescence 

 

Changes in basal and ACh- stimulated levels of superoxide were detected by 

lucigenin-enhanced chemiluminescence in renal arteries and in renal cortex, 

as previously described [24,26]. A cortex sample and 6–8 segments of the 

renal interlobar arteries about 4–5 mm long from each Wistar Rat were 

dissected and equilibrated in PSS for 30 min at room temperature and then 

incubated in the absence (controls) and presence of the CYP2C9 inhibitor 

sulfaphenazole (1 µM) for 30 min at 37 °C. The arteries and the cortex 

samples were then transferred to microtiter plate wells containing 5 µM bis-

N-methylacridinium nitrate (lucigenin) in the absence and presence of 

diff erent ROS sources inhibitors and of stimulation of ROS sources with 

NADPH or ACh 
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Fig. 1. Eff ect of catalase on the relaxant responses to ACh and basal H2O2 production and catalase protein levels in kidney vascular and cortical tissues. (A) Average inhibitory eff ect of catalase (200 

UI/ml) on the relaxations elicited by ACh in rat renal interlobar arteries. Results are expressed as percentage of the precontraction induced by phenylephrine (Phe). Data are shown as the mean ± SEM 

of 7 arteries. (B) Basal H2O2 production in renal arteries and renal cortex measured by Amplex Red fluorescence assay. Results are expressed in relative fluorescence units (RFU) per mg of tissue. 

Bars represent mean ± SEM of 7–11 animals. Statistically significant diff erences were calculated by unpaired Student's t-test ***P < 0.001, versus renal arteries. (C, D). Expression of H2O2 reducing 

enzymes in renal tissue. Western blots analysis for catalase (C) and glutathione peroxidase 1 (GPx-1) (D) protein levels in renal arteries and renal cortex. Results were quantified by densitometry and 

presented as a ratio of density of the catalase or GPx-1 band vs that of β-actin from the sample. Data are shown as the mean ± SEM of 4 animals. Significant diff erences were analyzed using paired t-

test *P < 0.05, ***P < 0.001, versus renal arteries. 

 
whose were added previously to determination. Chemiluminescence was 

measured in a luminometer (BMG Fluostar Optima), and for calculation 

baseline values were subtracted from the counting values under the diff erent 

experimental conditions and superoxide production was normalized to dry 

tissue weight. 

 
2.5. Measurement of hydrogen peroxide by Amplex Red 

 

H2O2 production was measured by Amplex Red H2O2 assay Kit (Life 

Technologies) in renal arteries and in renal cortex. Cortex samples and 6–8 

segments of the renal interlobar arteries about 4–5 mm long from each Wistar 

rat were dissected and equilibrated in HEPES-physiological saline solution 

(PSS) for 30 min at room temperature and then 

 
incubated in the absence (controls) and presence of catalase (200 U/ ml) or 

the CYP2C inhibitor sulfaphenazole (1 µM) for 30 min at 37 °C. The arteries 

and the cortex samples were then transferred to microtiter plate black wells 

containing 10 mM final concentration (Amplex Red) and 10 U/ml final 

concentration (horseradish peroxidase) in the absence and presence of 

diff erent ROS sources inhibitors and some samples were stimulated with 

either NADPH or ACh just prior to determination. Fluorescence was 

measured in a fluorimeter (BMG Fluostar Optima), using an excitation filter 

of 544 nm and an emission filter of 590 nm. Background fluorescence was 

subtracted from the counting values under the diff erent experimental 

conditions and hydrogen peroxide production was normalized to dry tissue 

weight and before starting the measure gain is was adjusted. The H2O2 
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Table 1  
Eff ects of H2O2 scavenging with catalase or glutathione peroxidase mimetic ebselen, and NOS 

or COX inhibition on the vasodilator responses to acetylcholine (ACh) in renal arteries. 

 
 ACh       
      

 pEC50 

E
max n 

I
1 

Control 6.70 ± 0.08 73 ± 6 7 229 ± 17 

+Catalase 6.41 ± 0.14
b 

56 ± 5
c 

7 229 ± 17 

Control 6.95 ± 0.09 73 ± 6 11 255 ± 14 

+L-NOARG 6.58 ± 0.11
b 

35 ± 6
b 

11 255 ± 14 

+L-NOARG+Catalase 6.62 ± 0.37
a 

12 ± 3
b† 

10 247 ± 12 

Control 6.66 ± 0.16 77 ± 4 8 258 ± 22 

+Indo 6.54 ± 0.16
a 

78 ± 4 8 258 ± 22 

+Indo+Catalase 6.40 ± 0.12
a 

72 ± 5 8 258 ± 22 

+Indo+Catalase+L-NOARG 6.52 ± 0.17 17 ± 9
c 

8 233 ± 20 

Control 6.94 ± 0.28 60 ± 4 7 238 ± 26 

+L-NOARG+Indo+Catalase 6.49 ± 0.27 32 ± 7
b 

7 238 ± 26 

Control 6.81 ± 0.16 66 ± 6 7 267 ± 16 

+L-NOARG+Indo+Ebselen 6.88 ± 0.09 46 ± 5
a 

6 266 ± 16 

 
Values represent mean ± S.E.M. of the number n of individual arteries, 1–2 per animal. pEC50 

is –logEC50, being the agonist concentration giving half-maximal relaxation; Emax=maximal 

relaxation (% Phe). Significant diff erences were analyzed by ANOVA or paired Student t-test. 

 
a
 P < 0.05, versus control before treatment.

 
 

b
 P < 0.01, versus control before treatment.

  

c
 P < 0.001, versus control before treatment.  

†
 P < 0.05 vs L-NOARG-treated. 

 

 
concentration was calculated from a calibration curve which was generated 

with increasing concentrations of H2O2 (0–10 µM). 

 
2.6. Measurements of intracellular Ca

2+
([Ca

2+
]i) 

 
Simultaneous measurements of [Ca

2+
]i and force were performed in intact 

renal arteries segments by Fura2-AM fluorescence as previously described 

[27,28]. Renal arteries were incubated in the dark in PSS containing the 

indicator 4 µM Fura-2-AM and 0.05% Cremophor EL for a 1 h period at 37 

°C. Then arteries were washed three times in PSS to remove remaining Fura-

2-AM, and the solution was changed to PSS with fresh Fura-2-AM for 

another 45 min. After Fura-2-AM loading, arteries were washed for 45 min in 

PSS. Experiments were performed in PSS at 37 °C continuously gassed with a 

mixture of 95% O2–5% CO2 to maintain pH at 7.4. The myograph was 

mounted on an inverted microscope (Zeiss Axiovert S100 TV) equipped for 

dual excitation wavelength microfluorimetry (Deltascan, Photon Technology 

International). 

 
The arteries were illuminated with alternating 340 and 380 nm light using a 

monochromator-based system (Deltascan, PTI). The fluores-cence emission 

was collected through a 510 nm filter using photo-multiplier and monitored 

together with the tension. At the end of each experiment, Ca
2+

-insensitive 

signals were determined after quenching with 25 mM Mn
2+

, and the values 

obtained were subtracted from those obtained during the experiment. The 

ratio of fluorescence at 340 and 380 nm (F340/F380) corrected for 

autofluorescence was taken as a measure of [Ca
2+

]i. 

 
Arteries were initially stimulated with KPSS in order to test vessel viability. 

Then, cumulative concentration-response curves to either H2O2 (10
−9

 to 10
−6

 

M) or to ACh (10
−8

 to 10
−5

 M) under conditions of NOS and COX inhibition 

in the absence and presence of catalase were evaluated in renal arteries pre-
contracted with Phe. 

 
2.7. Patch-clamp experiments 

 
Intrarenal artery endothelial cells (ECs) were isolated from rat kidneys as 

described earlier [29,30]. In brief, intrarenal arteries were cut open 

longitudinally and incubated in trypsin/EDTA (0.25%/0.02%) 
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in PBS without Ca
2+

/Mg
2+

(Biochrom KG, Berlin, Germany) for 30 min at 37 

°C. Subsequently, EC were scraped and aspirated from the luminal side using 

a pipette tip and seeded on a µ-Dish35 mm low (ibidi GmbH, Martinsried, 

Germany). Before performing patch-clamp experiments, µ-dishes containing 

isolated intrarenal artery ECs were continuously perfused (0.5 ml/min) at 

room temperature (21–25 °C), with an extra-cellular solution (for 

composition see below). Drugs were dissolved in the extracellular solution 

and applied to the recording µ-dish via a gravity-fed U-tube microperfusion 

system connected to a vacuum. Freshly isolated cells were used for 

electrophysiological measure-ments/recordings within the next 6 h. 

 
Membrane currents were recorded under the whole-cell configura-tion of the 

patch-clamp technique using an Axon Multiclamp 700A amplifier, and 

pClamp 10 software (Molecular Devices, CA, USA). Whole cell currents 

were recorded using voltage ramps (−100 to 160 mV, 600 ms) and a holding 

potential (Vh) of −50 mV [31]. Amplitudes of K
+
 outward currents were 

measured and normalized to the maximal amplitude of the current in control 

condition (I/Imax). The standard pipette solution was composed of (in mM): 

140 KCl, 1 MgCl2, 2 EGTA, 1.71 CaCl2 (1 µM [Ca
2+

] free) and 5 HEPES 

(adjusted to pH 7.2 with K(OH)). Calcium was present at the mentioned 

concentration in the pipette solution to activate KCa currents. Patch pipettes 

had resistances of 4–7 MΩ. In all experiments, the extracellular solution was 

composed of (mM): 140 NaCl, 5 KCl, 1 MgSO4, 1 CaCl2, 10 glucose and 10 

HEPES (adjusted to pH 7.4 with NaOH) [29]. 

 
 
2.8. Western blotting analysis of CYP and SOD isoforms levels 

 
Interlobar arteries and renal cortex from Wistar rats (n=8) were homogenized 

on ice in lyses buff er containing 10 mM Tris–HCl (pH 7.4), 1% SDS, 1 mM 

sodium vanadate and 0.01% protease inhibitor cocktail (Sigma Aldrich, 

Madrid, Spain). After centrifugation at 15,000×g for 20 min at 4 °C, proteins 

in the supernatants were quantified by the DC Protein Assay Kit (Bio-Rad 

Madrid Spain). For each sample, 30–80 μg protein/lane was separated in a 

10% polyacry-lamide gel (SDS-PAGE) and, after migration, were transferred 

to a polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane (GE Healthcare, Madrid, 

Spain). Non-specific binding was blocked by 5% non-fat dry milk for 1 h at 

room temperature. For immunodetection, the membranes were incubated 

overnight at 4 °C with the polyclonal primary antibodies: anti-SOD1 

(1/4000), anti-catalase (1/1000) and anti-GPx-1 (1/1000) (Santa Cruz 

Biotechnology, Quimigen, Madrid, Spain), anti-CYP2C11 (1/1000) and anti-

CYP2C23 (1/2500) (Abcam, Bristol, UK). The blots were also probed for β-

actin (1/50,000) as the loading control using a mouse monoclonal antibody 

(Sigma Aldrich, Madrid, Spain). The membranes were then washed in 0.05% 

Tween-20, incubated with HRP-conjugated secondary antibodies for 1 h at 

room temperature, and then washed and visualized by chemiluminescence 

(ECL Select-kit, GE Healthcare, Madrid, Spain) on ImageQuant LAS 500 

imaging system (GE Healthcare, Madrid, Spain). Relative levels of 

immunoreactive proteins were quantified using Quantity One software (Bio-

Rad Laboratories, Madrid, Spain). Densitometry units were normalized to β-

actin. 

 

 
2.9. Immunohistochemistry 

 
Tissue samples from the kidneys containing the interlobar arteries and 

samples of renal cortex from Wistar rats were immersion-fixed in 4% 

paraformaldehyde in 0.1 M sodium phosphate-buff er (PB), cryoprotected in 

30% sucrose in PB and snap-frozen in liquid nitrogen and stored at −80 °C. 

Transversal Section 5 µm thick were obtained by means of a cryostat and 

preincubated in 10% normal goat serum in PB containing 0.3% Triton-X-100 

for 2–3 h. Then, CYP enzymes expression in the vascular wall of renal 

arteries was determined by immunofluorescence by incubating renal sections 

from Wistar rats with a rabbit monoclonal anti-CYP2C11 (Abcam, Bristol, 

UK) or a rabbit anti-CYP2C23 (Abcam, 
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Fig. 2. H2O2 is involved in the non-NO non-prostanoid endothelium-dependent relaxant responses of intrarenal arteries. Eff ects of (A) the NOS synthase inhibitor L-NOARG (100 µM) alone or plus 

catalase (200 UI/ml) and (B) the non-selective COX inhibitor indomethacin (Indo, 1 µM) alone or plus catalase or plus catalase and L-NOARG on the average relaxant responses to ACh in renal 

arteries. (C, D) Relaxations to ACh under conditions of NOS and COX blockade are largely inhibited by catalase (C) and by the GPx mimetic ebselen (0.3 µM) in renal interlobar arteries. Results are 

expressed as percentage of the precontraction induced by phenylephrine (Phe). Data are shown as the mean ± SEM of 7–11 arteries. (D) Basal and ACh-stimulated levels of H2O2 production 

measured by Amplex Red fluorescence assay in renal arteries. Results are expressed in relative fluorescence units (RFU) per mg of tissue. Bars represent mean ± SEM of 5 animals. Statistically 

significant diff erences were calculated by unpaired Student's t-test **P < 0.01 versus basal levels. 
 
172 



RESULTADOS 

106 

 

M. Muñoz et al. Free Radical Biology and Medicine 106 (2017) 168–183 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. Exogenous H2O2 relaxes renal VSM through both Ca

2+
-dependent and Ca

2+
-independent mechanisms. (A) Representative traces showing simultaneous recordings of [Ca

2+
]i and tension and 

the eff ects of H2O2 in intrarenal arteries. Relaxations in response to H2O2 were accompanied by decreases of [Ca
2+

]i. Average (B) concentration-dependent decreases in [Ca
2+

]i and relaxations in 

response to H2O2 and (C) [Ca
2+

]i-tension relationships for the eff ect of H2O2 and ACh in renal arteries. Results are expressed as percentage of the increases in [Ca
2+

]i or tension induced by 

phenylephrine (Phe). Data are shown as the mean ± SEM of 6 arteries, 1 per animal. Statistical significance was calculated by paired Student's t-test *P < 0.05, **P < 0.01 versus tension values (B). 

(D) Relaxations to H2O2 in arteries precontracted with Phe were abolished and turned into contractions in the same arteries precontracted with 60 mM K
+
. Data are shown as the mean ± SEM of 6 

arteries. 

 
Bristol, UK) diluted at 1:100 and 1:200, respectively, and a mouse 

monoclonal anti endothelial NO synthase (eNOS) (Chemicon International 

Inc) diluted at 1:500 for 48 h, washed and allowed to react with a goat 

secondary serum (Chemicon International Inc) (anti-rabbit for the CYP2C11 

and for the CYP2C23) diluted 1:400 for 2 h at room temperature. Secondary 

antibodies used were Alexa Fluor 594 (red) and Alexa Fluor 488 (green). No 

immunoreactivity could be detected in sections incubated in the absence of 

the primary antisera. Preadsorption with CYP proteins showed no cross-

reactivity to the antibodies. 

 
2.10. Data presentation and statistical analysis 

 

Results are expressed as either N m
−1

 of tension or as a percent of the 

responses to either Phe or KPSS in each artery, as means ± SEM of 5–30 

arteries (1–2 from each animal) for the functional experiments and results are 

expressed in counts per minute (cpm) per mg of tissue and relative 

fluorescence units per mg of tissue in arterial segments and in each cortex 

 
sample, as means ± SEM of 4–22 animals for the measurement of super-oxide 

production and H2O2 production respectively. The statistical diff erences 

between means were analyzed by using one-way ANOVA followed by 

Bonferroni's post hoc test for comparisons involving more than two groups or 

by paired or unpaired Student's t-test for comparison between two groups. 

Probability levels lower than 5% were considered significant. All calculations 

were made using a standard software package (Prism 4.0, GraphPad, San 

Diego, CA). 

 
3. Results 

 

3.1. Involvement of H2O2 in the non-NO non-prostanoid endothelium-

dependent relaxations of intrarenal arteries 

 
Endothelial function was assessed by the vasodilator responses to ACh in rat 

renal interlobar arteries. In arteries precontracted with Phe, ACh induced 

dose-dependent relaxations followed by contractions at 
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Fig. 4. ACh elicits decreases in renal VSM [Ca

2+
]i and relaxations sensitive to catalase and reduced by high extracellular K

+
. (A) Original recordings showing ACh-induced decreases in VSM 

[Ca
2+

]i that were blunted by catalase in intact renal interlobar arteries. (B, C) Average inhibitory eff ect of catalase on (B) the decreases in [Ca
2+

]i and (C) the relaxations to ACh in renal interlobar 

arteries. (D) Relaxations to ACh were markedly reduced in the arteries precontracted with 60 mM K
+
. Results are expressed as percentage of the increases in [Ca

2+
]i or tension induced by 

phenylephrine (Phe). Data are shown as the mean ± SEM of 6 arteries. Statistically significant diff erences were calculated by paired Student's t-test **P < 0.01 versus basal levels. 

 

the higher concentrations. Treatment for 30 min with the H2O2 scavenger 

catalase (200 UI/ml) significantly inhibited the relaxant responses elicited by 

ACh in a second concentration-response curve (Fig. 1A, Table 1). Basal 

production of H2O2 assessed by Amplex Red assay was detected in rat 

isolated small interlobar arteries, H2O2 levels being about half those of 

samples from the highly metabolic active renal cortex (Fig. 1B). Western blot 

analysis showed the expression of the H2O2 scavenging enzymes catalase and 

GPx-1 in the renal arterial wall. Catalase protein levels in rat intrarenal 

arteries were lower and averaged about one third of those in renal cortex (Fig. 

1C), while 

 

 

expression of GPx-1 was similar in renal arteries and cortex (Fig. 1D). 

Collectively these data suggest that H2O2 is involved in the endothe-lium–

dependent relaxations of rat intrarenal arteries.  

Since eNOS was initially shown to be a source of endothelial-derived H2O2, 

in mesenteric arterioles [4], experiments were performed under conditions of 

NOS or COX inhibition and/or H2O2-scavenging, in order to dissect the 

functional components of the ACh relaxant responses in rat intrarenal arteries. 

Treatment with L-NOARG (100 µM) significantly reduced ACh-evoked 

relaxations, and further incubation with L-NOARG plus catalase produced an 

additional inhibi- 
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tion of the ACh responses (Fig. 2A, Table 1), suggesting that a main part of 

the relaxation is mediated by H2O2 not derived from NOS. On the other hand, 

blockade of COX with indomethacin did not aff ect relaxations to the lower 

doses of ACh but enhanced those to the higher concentrations, thus 

confirming a COX-dependent endothelial contrac-tile component [24]; 

combined treatment with indomethacin plus catalase moderately inhibited 

ACh relaxant responses (Fig. 2B, Table 1). Under conditions of NOS and 

COX blockade, catalase and the GPx mimetic ebselen reduced the relaxations 

induced by ACh (Fig. 2C and D; Table 1), which supports a role for H2O2 in 

the non-NO non-prostanoid endothelium-dependent relaxations of rat 

intrarenal arteries. Accordingly, ACh stimulated H2O2 production in arteries 

treated with L-NOARG and indomethacin (Fig. 2E) thus confirming the 

involvement of endothelial H2O2 in renal vasodilator responses. 

 

3.2. H2O2 reduces VSM [Ca
2+

]i and relaxes intrarenal arteries 

 

Simultaneous measurements of VSM [Ca
2+

]i and tension were performed to 

further investigate the role of H2O2 in renal endothe-lium-dependent 

vasodilatation and the eff ect of exogenous H2O2 was assessed in arteries 

precontracted with Phe. Increasing concentrations of H2O2 (1 nM to 1 µM) 

elicited relaxations that were accompanied by simultaneous decreases in VSM 

[Ca
2+

]i (Fig. 3A and B). However, relaxations evoked by H2O2 were larger 

than the corresponding 
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decreases in VSM [Ca
2+

]i at the same concentrations (Fig. 3B) and the 

tension-[Ca
2+

]i relationships for H2O2 and also for ACh suggest the 

involvement of Ca
2+

 desensitization mechanisms (Fig. 3C). The relaxa-tion 

elicited by H2O2 was abolished and turned into vasoconstriction to the higher 

H2O2 concentrations when raising the extracellular K
+
 concentration (Fig. 

3D), suggesting that K
+
 efflux and hyperpolariza-tion mechanisms are in part 

responsible for the H2O2 relaxant eff ects in renal arteries. ACh induced 

decreases in VSM [Ca
2+

]i along with relaxations and both were inhibited by 

catalase (Fig. 4A–C) indicating that H2O2 is involved in these responses. This 

relaxant response to ACh was markedly reduced when raising extracellular 

K
+
 suggesting hyperpolarizing mechanisms. 

 

3.3. H2O2 enhances endothelial K
+

 currents in ECs from intrarenal arteries by 

promoting intracellular Ca
2+

 mobilization 
 

Since H2O2 has been reported to potentiate Ca
2+

 release from endothelial 

stores leading to the opening of hyperpolarizing endothelial KCa channels 

[11], ‘whole-cell’ patch-clamp experiments were per-formed to assess whether 

H2O2 has an eff ect on these currents in freshly isolated ECs from intrarenal 

arteries. In single cells, a voltage-ramp from −100 to +160 mV, 600 ms 

(Vh=−50 mV) and 1 µM Ca
2+

 into the patch-pipette activated K
+
 outward 

currents that were voltage-dependent and showed outward rectification at the 

more positive 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5. H2O2 activates K
+
 currents in isolated renal endothelial cells. (A, B) Eff ects of H2O2 and the SERCA inhibitor CPA alone or combined with H2O2 on the outward currents recorded under the 

whole-cell configuration of the patch-clamp technique in endothelial cells freshly isolated from rat intrarenal arteries. Whole cell currents were recorded using voltage ramps (−100 to 160 mV, 600 

ms) and a holding potential (Vh) of −50 mV. Original current recordings (left) and average values (right) of (A) the eff ect of H2O2 (10 µM) after 10 min application and (B) eff ect of CPA (10 µM) 

after 10 min alone or combined with H2O2 on outwards currents of isolated renal endothelial cells. Amplitudes of K
+
 outward currents were measured and normalized to the maximal amplitude of the 

current in control condition (I/Imax). Statistical significance was calculated by paired Student's t-test or one-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test *P < 0.01 versus control currents in 

the absence of treatment. 
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Fig. 6. NADPH oxidase is a source of ROS generation in intrarenal arteries. (A) Eff ects of the NADPH oxidase inhibitor apocynin (30 µM) on the relaxant responses to ACh of rat renal interlobar 

arteries under conditions of NOS and COX blockade. Results are expressed as percentage of the precontraction induced by phenylephrine (Phe). Data are shown as the mean ± SEM of 7–8 arteries. 

(B, C) Basal and NADPH-stimulated levels O2
•−

 (B) and H2O2 (C) measured by lucigenin-enhanced chemiluminescence (B) and by Amplex Red fluorescence (C) in renal arteries and renal cortex. 

NADPH-stimulated levels of superoxide and H2O2 production were reduced by apocynin (B, C) and catalase (C). Results are expressed in counts per minute (cpm) per mg of tissue for 

chemiluminescence and in relative fluorescence units (RFU) per mg of tissue for fluorescence. Bars represent mean ± SEM of 6–11 animals. Significant diff erences were analyzed using unpaired t-test 
†
P < 0.05 versus NADPH-treated in renal cortex and using one-way ANOVA followed by Bonferroni as a posterio test **P < 0.01, ***P < 0.001 versus control before treatment, 

††
P < 0.01; 

†††
P < 

0.001 versus NADPH-treated. (D) Western blots analysis for cytosolic CuZnSOD protein levels were in renal arteries and renal cortex. Results were quantified by densitometry and presented as a ratio 

of density of the CuZnSOD band vs that of β-actin from the sample. Data are shown as the mean ± SEM of 4 animals. 

 

 
membrane potentials (Fig. 5A), corresponding to the basic electrophy-

siological properties of KCa1.1 channels. Addition of 10 µM H2O2 to the 

perfusate induced an increase in baseline current and further applica-tion of a 

voltage-ramp elicited a significant increase in the amplitude (to 0.57 ± 0.11 at 

+40 mV, n=5, p < 0.05) and a change in the shape of the outward currents, 

resembling KCa3.1 and KCa2.3 currents (Fig. 5A); however, H2O2 

significantly inhibited the outward rectifying currents amplitude (to 0.59 ± 

0.11 at +160 mV, n=5, p < 0.05) (Fig. 5A), as earlier reported in porcine renal 

endothelium in situ [32]. Furthermore, H2O2-induced currents shown time 

dependence and reached the maximal eff ect and stabilized at 10–15 min (Fig. 

S2).  

As the eff ect of H2O2 on outward currents has been ascribed to the 

mobilization of Ca
2+

 from ER stores leading to activation of KCa channels 

[11], we assessed the eff ect of the SERCA inhibitor cyclopia-zonic acid 

(CPA), which mobilizes intracellular Ca
2+

 by depleting ER Ca
2+

 stores, on 

outward currents of renal ECs. Addition of 10 µM CPA 

 

 

to the perfusate induced a similar significant increase in the baseline current 

as 10 µM H2O2. Application of a voltage-ramp evoked a marked increase in 

the amplitude and a change in the shape of the outward currents similar to that 

evoked by 10 µM H2O2 (0.71 ± 0.13 at +40 mV, n=6, p < 0.05), without 

significantly aff ecting the outward rectifying currents (1.19 ± 0.16 at +160 

mV) (Fig. 5B). In the presence of CPA, H2O2 did not further modify either 

the amplitude of the currents (0.74 ± 0.15 at +40 mV, n=6, n.s.), or the 

outward rectifying currents (0.97 ± 0.20 at +160 mV, n=6, n.s.) (Fig. 5B). 

 

3.4. Role of NADPH oxidase in the H2O2-mediated endothelium-dependent 

relaxations of renal arteries 

 
In order to evaluate the possible endothelial sources of ROS generation 

involved in the endothelium-dependent relaxations of rat intrarenal arteries, 

the eff ect of the non-selective NADPH inhibitor 
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Table 2  
Eff ect of inhibition of NADPH oxidase with apocynin, of CYP2C9 with sulfaphenazole and of 

the soluble epoxide hydrolase with TPPU on the vasorelaxation in response to acetylcholine 

(ACh) of renal arteries. 

 
 ACh       
      

 pEC 50 

E
max n 

I
1 

Control 6.68 ± 0.27 60 ± 6 7 252 ± 19 

+Apocynin 7.22 ± 0.20 39 ± 9
a 

7 252 ± 19 

Control 7.40 ± 0.08 58 ± 7 6 262 ± 15 

+Sulfaphenazol 7.03 ± 0.05
b 

39 ± 7
b 

6 262 ± 15 

+Sulfaph+Catalase 6.51 ± 0.33
b 

27 ± 6
b 

6 262 ± 15 

Control 7.00 ± 0.12 68 ± 5 6 243 ± 25 

+TPPU 6.85 ± 0.17 49 ± 7
b 

6 243 ± 25 

Control 6.69 ± 0.23 56 ± 3 6 246 ± 20 

+Apocynin+Sulfaph 6.86 ± 0.29 24 ± 3
b 

6 246 ± 20 

 
Values represent mean ± S.E.M. of the number n of individual arteries, 1–2 per animal. pEC50 

is –logEC50, being the agonist concentration giving half-maximal relaxation; Emax=maximal 

relaxation (% Phe). Significant diff erences were analyzed by paired Student t-test or one-way 

ANOVA followed by Bonferroni post-test. 
a P < 0.05, versus control before treatment.

 
 

b P < 0.01, versus control before treatment.
 

 
apocynin was assessed on the relaxant responses to ACh. Under conditions of 
NOS and COX blockade, treatment with apocynin inhibited ACh relaxant 

responses (Fig. 6A, Table 2). Basal O2
•−

 and H2O2 generation assessed by 

lucigenin chemiluminescence and Amplex Red fluorescence assays, 

respectively, were markedly enhanced by NADPH addition and blunted by 

both apocynin and catalase in both renal interlobar arteries and renal cortex 

(Fig. 6B and C), thus confirming that NADPH oxidase-derived O2
•−

 and 

H2O2 are generated in both renal cortical and arterial tissue under 

physiological conditions. Furthermore, Western blot analysis demonstrated 
that protein levels of the cytosolic CuZnSOD catalyzing enzyme that 

dismutates of O2
•−

 to H2O2, were high in renal arteries and similar to those in 

the renal cortex (Fig. 6D), thus ensuring the generation of H2O2 from 

NADPH-derived O2
•−

 in the arterial wall. 

 

3.5. Role of CYP epoxygenases in the endothelium-dependent relaxations of 

renal arteries 

 
Since CYP enzymes-derived metabolites have important functions in the 

kidney, a possible contribution of CYP epoxygenases to the ACh-induced 

endothelial relaxations of renal arteries was elucidated by testing the eff ects 

of the specific CYP2C inhibitor sulfaphenazole and of the potent soluble 

epoxide hydrolase (sEH) inhibitor TPPU on the responses to ACh. Under 

conditions COX and NOS inhibition, treatment with sulfaphenazole (1 µM) 

inhibited most of the catalase-sensitive ACh-induced relaxations (Fig. 7A, 

Table 2). However, inhibition of sHE, the enzyme hydrolyzing and 

inactivating EETs, reduced rather that enhanced relaxant responses to ACh 

(Fig. 7B, Table 2), indicating that CYP epoxygenases-derived EETs mostly 

have a contractile eff ect in intrarenal arterioles. Furthermore, ACh-stimulated 

O2
•−

 and H2O2 production were reduced by inhibition of CYP2C with 

sulfaphenazole in isolated intrarenal arteries (Fig. 7C and D) thus suggesting 

that CYP epoxygenases are a functionally relevant sources of endothelial 

ROS generation in renal arteries. NADPH-stimulated H2O2 production was 

inhibited by sulfaphenazole in both renal arteries and renal cortex (Fig. 7E). 

Since both NADPH oxidases and CYP epoxygenases appear to contribute to 

the non-NO non-prostanoid endothelium-dependent re-laxations of intrarenal 

arteries, the eff ects of combined blockade of both enzymes on the relaxant 

responses to ACh was evaluated. Treatment with apocynin (30 µM) plus 

sulfaphenazol (1 µM) reduced ACh-induced relaxations to a larger extent than 

the inhibition produced by either inhibitor alone (Fig. 8, Table 2). 

 

 

In order to assess the distribution of CYP epoxygenases in renal tissue, 

expression of CYP2C11 and CYP2C23 proteins was determined 
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by immunohistochemistry in the endothelium and vascular smooth muscle 

(VSM) layer and by Western blot of renal interlobar arteries and renal cortex. 

Immunostaining of arterial sections with CYP2C11 and CYP2C23 antibodies 

revealed that these constitutive isoforms were uniformly distributed in the 

endothelium of renal arteries colocalized with eNOS (Fig. 9A and B, upper 

panel) and also in the glomeruli and endothelial lining of arterioles in the 

renal cortex (Fig. 9A and B, lower panel). Small aggregates of 

immunoreactivity were also found in VSM layer. No apparent diff erences in 

either distribution or density of the renal arteries immunolabeling were 

observed between CYP2C11 and CYP2C23 (Fig. 9A and B). However, 

immunostaining for CYP2C23 was more intense than that for CYP2C11 in 

renal cortex (Fig. 9B). To confirm these findings using more quantitative 

methods, CYP2C11 and CYP2C23 protein levels were next determined using 

Western blot analysis. CYP2C11 protein levels were significantly higher in 

renal arteries (Fig. 9C) while CYP2C23 levels were significantly lower in 

renal arteries compared to renal cortex (Fig. 9D). 

 

 

4. Discussion 

 

ROS like H2O2 have been involved in the EDH-type relaxant responses in 

arteries from various vascular beds including mesenteric and coronary 

arterioles [4,6,33], but its role in renal endothelial function has mainly been 

investigated in the harmful context of NADPH oxidase- and mitochondria-

derived ROS generation in vascular disease and renal injury associated to 

diabetes and insulin resistant states [17,24,34]. The present study first 

provides evidence for a physiological role of H2O2 in the endothelium-

dependent hyperpolarization and vasodilatation of rat intrarenal arteries. 

Under conditions of NOS and COX inhibition, the endothelial agonist ACh 

elicited relaxations and stimulated H2O2 release that were inhibited by 

catalase. Exogenous H2O2 relaxed renal arteries, reduced intracellular [Ca
2+

]i 

in renal VSM, and markedly increased K
+
 currents in renal endothelial cells. 

Catalase-sensitive relaxations and ROS generation stimu-lated by ACh in 

renal arteries were reduced by selective blockade of CYP enzymes. CYP2C23 

and CYP2C11 epoxygenases were abundantly distrib-uted and co-localized 

with eNOS in the endothelium of renal arterioles and glomeruli, as sources of 

H2O2 generation in the vascular wall. 

 
4.1. Involvement of H2O2 in renal endothelial vasodilatation 

 
H2O2 is involved in the metabolic regulation of coronary blood flow [7] and 

is released from the endothelium by flow and agonists [6,33]. In the present 

study, non-NO non-prostanoid endothelium-dependent relaxations were 

inhibited by catalase in rat intrarenal arteries suggest-ing the involvement of 

endothelium-derived H2O2. Furthermore, we demonstrate here that ACh 

stimulated H2O2 generation and low concentrations of exogenous H2O2 

relaxed renal arteries thus mimick-ing catalase-sensitive renal vasodilation. 

H2O2 has been proposed both as a vasodilator in mice renal aff erent arterioles 

[35] and human renal VSM cells [36], but also as a vasoconstrictor in rat 

major renal arteries [37]. The ability of H2O2 to relax or contract a given 

vascular bed has been ascribed to the arterial size and the degree of arterial 

depolariza-tion [27]. Accordingly, raising extracellular K
+
 abolished the 

relaxing eff ect of H2O2 and turned it into vasoconstriction in the rat small 

renal interlobar arteries used in the present study [24]. Basal levels of H2O2 

measured in isolated arteries were high although lower than those of renal 

cortex of higher metabolic activity. Interestingly, expression of catalase, an 
enzyme with very high turnover rates, was proportionally much lesser in renal 

arteries compared to renal cortex, which suggests that a diff erential 

constitutive lower expression/activity of catalase might enhance vasodilator 

activity of H2O2 released in the renal vascular wall. On the other hand, 

endothelial relaxations elicited by ACh were reduced by the GPx mimetic 

ebselen and the H2O2 reducing enzyme GPx-1 was expressed in both renal 

arteries and cortex. GPx-1 is present in vascular endothelial cells and its 

expression and activity are up-regulated by laminar shear stress [38]. Since 

H2O2 is released by 
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Fig. 7. CYP epoxygenase-derived H2O2 is involved in the endothelium-dependent relaxations of intrarenal arteries. Relaxations to ACh (A) and ACh-stimulated O2
•−

 and H2O2 production (C, D) 

are blunted by CYP2C9 inhibition. Average eff ects of (A) the CYP2C9 inhibitor sulfaphenazole (1 µM) and (B) the sEH inhibitor TPPU (0.01 µM) on the relaxant responses to ACh under conditions 

of NOS and COX blockade in isolated interlobar arteries. Results are expressed as percentage of the precontraction induced by phenylephrine (Phe). Data are shown as the mean ± SEM of 6 arteries. 

(C, D) Eff ects of sulfaphenazole (1 µM) on ACh-stimulated levels of O2
•−

 (C) and H2O2 (D) production measured by lucigenin-enhanced chemiluminescence 

(C) and by Amplex Red fluorescence (D), respectively, in renal arteries. (E) NADPH-stimulated levels of H2O2 production were reduced by sulfaphenazole and catalase. Bars represent mean ± SEM 

of 5–11 animals. Results are expressed in counts per minute (cpm) per mg of tissue for chemiluminescence and in relative fluorescence units (RFU) per mg of tissue for fluorescence. Significant 

diff erences were analyzed using one-way ANOVA followed by Bonferroni as a posterio test **P < 0.01, ***P < 0.001 versus control before treatment, 
†
P < 0.05, 

††
P < 0.01 versus ACh- or NADPH-

treated. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 8. Both CYP-epoxygenase- and NADPH oxidase-derived H2O2 contribute to the 

endothelium-dependent relaxations of intrarenal arteries. Eff ect of inhibition of CYP2C9 

epoxygenase with sulfaphenazol (1 µM), NADPH oxidase with apocynin (30 µM) or combined 

blockade of CYP2C9 epoxygenase and NADPH oxidase on the relaxant responses to ACh of rat 

renal interlobar arteries, under conditions of NOS and COX blockade. Results are expressed as 

percentage of the precontraction induced by phenylephrine (Phe). Data are shown as the mean ± 

SEM of 7–8 arteries. Significant diff erences were analyzed using one-way ANOVA followed 

by Bonferroni as a posterio test; **P < 0.0; ***P < 0.001 versus control before treatment. 

 
flow in coronary arterioles [6,13,40], the data obtained with catalase and GPx 

in intrarenal arteries reinforce the concept that H2O2 is a vasodilator released 

from the renal endothelium. 

 

4.2. Mechanisms of H2O2 renal vascular actions 

 
Endothelium-dependent relaxations in renal arteries and arterioles have long 

time been characterized by a predominant hyperpolarizing component or 

EDH response, initially attributed to diffusible factors such as K
+
 ions or 

CYP metabolites released from the endothelium that directly hyperpolarized 

VSM [23,39]. H2O2 has been identified as a transferable EDHF released by 

flow or agonists that stimulated VSM K
+
 channels to induce 

hyperpolarization and relaxation in mesenteric and coronary arterioles 

[4,6,8,40,41]. Our data demonstrate that low concentrations of H2O2 relaxed 

renal arteries and decreased [Ca
2+

]i in renal VSM. Furthermore, H2O2-

induced relaxations were abolished by raising extracellular K
+
 which suggests 

VSM hyperpolarization and supports recent findings showing that H2O2 

relaxes mice aff erent arterioles by activating KCa and voltage-activated 

K
+
(KV) channels [35]. However, the magnitude of the peroxide lowering 

eff ect on [Ca
2+

]i was lesser than that of its relaxing eff ect in renal arteries, in 

agreement with findings in other arterial beds wherein endothelial stimulation 

released H2O2 and induced catalase-sensitive relaxations, but H2O2 did not 

mimicked the magnitude of the hyperpolarizing eff ect on VSM evoked by 

endothelial agonists [42]. In the present study, the 

 

relationship between the decreases in VSM [Ca
2+

]i and the vasodilation 

evoked by H2O2 in renal arteries suggests that besides VSM hyperpo-larizing 

mechanisms, Ca
2+

 desensitization mechanisms are involved in the relaxant 

eff ect of H2O2. Contribution of H2O2 to EDHF-dependent vasodilatation has 

recently been ascribed to activation of protein kinase G (PKG) catalytic 

activity through oxidation of the ɑ1 subunit [43,44]. H2O2 can dilate human 

coronary arterioles by activation of PKGɑ1 and subsequent opening of BKCa 

and hyperpolarization of VSM cells [40,41]. However, besides its role in the 

modulation of K
+
 channels gating, PKG can efficiently phosphorylate the 

myosin target subunit of myosin phosphatase providing a mechanism for 

Ca
2+

 desensitization and relaxation of smooth muscle [45], which may 

explain the Ca
2+

 desensitization mechanisms found for H2O2 in renal VSM. 
 
EDH-mediated vasodilatation was initially considered the result of a 

diffusible factor released from the endothelium that hyperpolarized and 

relaxed VSM, but it is now accepted to involve the electrotonical spread of 

the hyperpolarization initiated at endothelial cells to the underlying VSM via 

myoendothelial gap junctions [1–3]. We first provide evidence here that H2O2 

released from the renal endothelium by ACh plays a main role in the EDH 

response of renal arteries through a mechanism that involves stimulation of 

K
+
 channel activity in renal endothelial cells. We have recently demonstrated 

that ACh activates intermediate-and small-conductance KCa channels in 

freshly isolated renal endothe-lial cells associated to endothelium-dependent 

relaxations sensitive to intermediate- and small-conductance KCa channel 

inhibitors [29]. Earlier studies on the role of H2O2 as an EDHF in mesenteric 

and coronary arterioles already suggested that H2O2 might have a major 

eff ect on KCa channels in endothelial cells, since H2O2-induced relaxa-tions 

were sensitive to inhibitors of small- and intermediate-conduc-tance KCa 

channels in endothelium-intact [6] but not in endothelium-denuded [4] 

microvessels. In the present study, we demonstrate that exogenous H2O2 (10 

µM) induced a slow, pronounced and long-lasting activation of the same KCa 

currents as those activated by ACh in endothelial cells isolated from renal 

arteries [29], which indicates that H2O2 released by endothelial stimulation 

hyperpolarizes endothelial cells and may thus initiate an EDH vasodilator 

response in renal arteries, via a mechanism that is distinct form its action in 

VSM. 

 

Endothelial Ca
2+

-activated K
+
 channel activity promoted by H2O2 has been 

suggested to be secondary to the amplification of Ca
2+

 entry or Ca
2+

 

mobilization from intracellular stores in endothelial cells [2,11]. H2O2 evokes 

intracellular Ca
2+

 mobilization in both endothelial and VSM cells via 

oxidation of IP3 receptors in the ER [28,46–48]. Moreover, it has been 

recently reported that endothelial agonists induced increases in intracellular 

Ca
2+

 in endothelial cells reduced by catalase and potentiated by H2O2 [49]. 

In our study, depletion of ER Ca
2+

 stores by inhibition of SERCA with CPA 

evoked a pronounced activation of K
+
 currents in isolated renal endothelial 

cells, and this eff ect was not further increased after combined treatment of 

CPA plus H2O2 which suggests a common mechanism of action for both 

agents and supports the concept that H2O2 mobilizes Ca
2+

 from ER stores in 

endothelial cells leading to stimulation of KCa channel activity and 

hyperpolarization of renal endothelial cells [2,11,49]. 

 

4.3. Involvement of CYP-derived H2O2 in the endothelium-dependent 

vasodilatation of renal arteries 

 

Endothelial cells can produce ROS from a number of diff erent 
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Fig. 9. CYP2C11 and CYP2C23 are expressed in the renal endothelium colocalized with eNOS. (A, B) Immunohistochemical demonstration of CYP2C11 and CYP2C23 in renal interlobar artery and 

cortex. Immunofluorescence for CYP2C11 and CYP2C23 proteins (red areas) was distributed throughout the endothelial lining of the renal interlobar artery (upper panels) and in the glomeruli (G) 

and endothelium of arterioles (A) in the renal cortex (lower panels). Endothelial cell layer was visualized with the anti-eNOS marker (green). Immunofluorescence double labelling for eNOS marker 

and CYP2C11/23 expression in endothelial cell layer demonstrates colocalization in endothelium (yellow areas) in both renal artery and cortex. Scale bars indicate 25 µm. Sections are representative 

of n=3 animals. (C, D) Western blot analysis of CYP2C11 (C) and of CYP2C23 (D) enzyme expression in renal artery and renal cortex. CYP2C11 protein levels were higher in renal arteries and 

CYP2C23 in samples of renal cortex. Results were quantified by densitometry and presented as a ratio of density of the CYP2C11/ 23 bands vs those of β-actin from the sample. Data are shown as the 

mean ± SEM of 4 animals. Significant diff erences were analyzed using unpaired t-test **P < 0.01 versus renal cortex or artery. 
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sources including NADPH oxidase, the mitochondrial electron transport 

chain, uncoupled NOS, CYP epoxygenases, xanthin oxidases, COX and 

lipoxygenases. In renal arteries, endothelial COX-1 and constitutive COX-2 

are relevant sources of ROS, namely superoxide, that contribute to 

endothelium-dependent contractions under physiological conditions [24]. 

H2O2 was initially identified as an eNOS-derived EDHF in mouse mesenteric 

arterioles, since ACh-stimulated H2O2 release was blunted in eNOS knockout 

mice [4]. However, the current data demonstrate that under conditions of 

eNOS and COX inhibition, ACh evoked non-NO non-prostanoid relaxations 

sensitive to catalase and stimulated H2O2 generation in renal arteries, thus 

suggesting a source of H2O2 diff erent from eNOS or COX. In the kidney, 

NADPH oxidase enzymes (Nox) are distributed in a regional manner, Nox4 

and also Nox2 being the predominant forms. NADPH oxidase, in particular 

Nox4, has been found to be a major source of ROS generation, oxidative 

stress and renal injury mostly under pathological conditions such as diabetic 

nephro-pathy and chronic kidney disease [16,17] and in renal arteries from 

elderly patients [50]. Here we provide evidence that NADPH oxidase may 

also be a source of vasodilator H2O2 in intrarenal arteries, as shown by the 

inhibitory eff ects of the NADPH oxidase inhibitor apocynin on ACh-induced 

relaxations and also on the NADPH activity generating O2
•−

 and H2O2 in 

renal arteries under physiological condi-tions. These findings are in agreement 

with that reported in the human heart, where NADPH oxidase is a 

functionally relevant source of H2O2 involved in the agonist-induced 

endothelium-dependent relaxations of coronary arterioles [14], and with 

recent investigations showing that the predominant Nox isoform in the 

kidney, Nox4, can have potential beneficial eff ects on vasodilator function 

[51]. Further studies are needed to assess the specific functional role of the 

diff erent Nox isoforms in renal vasodilator function. 

 

 

CYP epoxygenases from the CYP 2J and CYP 2C subfamilies catalyze the 

oxidative metabolism of arachidonic acid to EETs in various cell types 

including renal epithelial and endothelial cells, and possess potent 

vasodilatory, proangiogenic, antiapoptotic, and postischemia protective 

eff ects in the vasculature [18]. EETs are released as transferable EDHFs that 

can act on VSM cells to cause hyperpolarization and relaxation or promote 

endothelial Ca
2+

-activated K
+
 channel activity secondary to the amplification 

of extracellular Ca
2+

 influx in endothelial cells and thus favor the EDH 

relaxing responses [2,52]. In the kidney, 11,12-EETs were early reported to 

dilate rat interlobular and aff erent arterioles [19] and endothelial agonists 

stimulated EETs generation and induced relaxations sensitive to 

epoxygenases blockers [21]. Herein we show the involvement of CYP 2C 

enzymes in the endothelium-dependent vasodilator responses of rat renal 

interlobar arteries, since the specific inhibitor of CYP 2C9 sulfaphenazole 

greatly attenuated catalase-sensitive non-NO non-prostanoid vasodilation in 

response to ACh, thus confirming earlier findings in the preglomerular 

circulation [20]. Interestingly, pharmacological inhibition of sEH, enzyme 

that rapidly hydrolyzes EETs to the less biologically DHETE metabolites thus 

increasing EETs cellular levels and biological activity [53,54], inhibited the 

non-NO non-prostanoid relaxant component of ACh responses in rat renal 

arteries, in contrast to the expected potentiation of EETs-mediated renal 

relaxations upon sEH blockade. The current findings suggest a major 

vasoconstrictor role of endothelial CYP-derived EETs in renal interlobar 

arteries, and indicate the involve-ment of a non-EET endothelial relaxant 

component derived from CYP 2C enzymes. 

 

 

CYP epoxygenases generate ROS as by-products of lipid metabolism during 

the production of EETs. CYP 2C9 is considered as an EDHF synthase and a 

functionally significant source of ROS in coronary arteries [55]. However, in 

porcine coronary arterioles and arteries from coronary artery disease patients, 

CYP 2C activity mainly generated vasoconstrictor O2
•−

 reaching levels that 

attenuate NO-mediated vaso-dilatation in vitro, as depicted by the 

potentiation rather than inhibition of the endothelium-dependent relaxations 

induced by the CYP 2C9 inhibitor sulfaphenazole and by O2
•−

 scavengers 

[15,56]. Interestingly, 
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we first demonstrate here that CYP 2C is a functionally significant source of 

endothelial relaxant ROS namely H2O2 in renal interlobar arteries. First, ACh 

stimulated the release of both O2
•−

 and H2O2 that was blunted by 

sulfaphenazole, along with the inhibition of the ACh-induced endothelium-

dependent relaxations. Moreover, NADPH-depen-dent generation of H2O2 

was partially inhibited by sulfaphenazole in renal interlobar arteries, 

consistent with the fact that CYP enzyme activity generating EETs and 20–
HETE was completely dependent on the addition of exogenous NADPH in 

renal and mesenteric microvessels [22]. These findings, along with the 

relaxant eff ect of low concentra-tions of H2O2 and the inhibitory eff ect of 

catalase on ACh relaxations suggest that endothelial CYP 2C isoenzymes are 

main sources of vasorelaxant H2O2 in rat renal arteries. In support of our 

functional data, the immunohistochemical findings in the present study 

provided a straightforward evidence for an abundant and diff erential 

distribution of CYP 2C isoenzymes in the glomeruli and in interlobar and 

preglo-merular arterioles of rat kidney. Consistent with earlier studies, CYP 

2C23 was the most abundant CYP isoenzyme found in renal cortex [57], 

while CYP2C11 was predominant in renal interlobar arteries. In both cases, 

CYP epoxygenases were colocalized with eNOS in the glomerular and 

arterial endothelium supporting a functional role for CYP enzymes as 

synthases of vasorelaxant H2O2. The fact that ROS generating-CYP 

epoxygenase activity mainly renders functionally vasorelaxant H2O2 over 

vasoconstrictor O2
•−

 in renal arteries in vitro is likely to be related with the 

high SOD activity in renal arterial tissue responsible for the enzymatic 

dismutation of O2
•−

 to H2O2. Of the SOD isoforms, Cu-ZnSOD accounts for 

up to 80% of total SOD activity in the mammalian kidney [58]. Levels of 

protein expression of cytosolic CuZnSOD were similar in renal arteries to 

those in the higher metabolically active renal cortex. In fact, in the early study 

of Morikawa et al. [5] first reporting H2O2 as an EDHF, CuZnSOD was 

considered as an “EDHF synthase” since endothe-lial H2O2 production and 

catalase-sensitive endothelium-dependent relaxations and hyperpolarizations 

were significantly reduced in CuZnSOD
-/-

 mice. 

 

 

 

 

5. Conclusions 

 

In summary, we first demonstrate here that H2O2 is a physiological 

endothelial mediator involved in EDH vasodilation of renal arteries. This is 

achieved through the ability of H2O2 to activate K
+
 currents in renal 

endothelial cells, which would initiate an EDH response, and also to relax 

VSM through both Ca
2+

-dependent and independent mechan-isms. Sources 

of H2O2 generation in the renal endothelium involve CYP epoxygenases and 

NADPH oxidases. Increasing experimental evidence during the last years 

indicates that ROS are not only involved in the oxidative stress-mediated 

pathogenesis of vascular disease, but they can also play a functional role in 

the metabolic regulation of blood flow in vascular beds of physiological 

relevance such as the coronary circula-tion. The present study first identifies 

H2O2 as a functional endothelial mediator of the EDH relaxant responses in 

renal arteries. Further investigations are needed to clarify the role of 

endothelial-derived H2O2-mediated vasodilation in the regulation of renal 

blood flow and whether it is functionally coupled to kidney metabolic activity. 

On the other hand, recent investigations show that renal injury is associated 

with a decrease in H2O2 levels in the diabetic kidney [17], which points out 

the need to assess the functional consequences of this H2O2 reduction in renal 

hemodynamics and to revise the efforts in the search of antioxidant therapies 

for kidney disease associated to diabetes and other insulin resistant states. 
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Fig. S1. Experimental set-up for the study of vasoactive responses in rat renal interlobar arteries in microvascular myographs. (A) Rat kidney showing 

the branching of the renal artery and the place wherein segments of the interlobar arteries were dissected 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S2. Time-dependence of H2O2 effects on K+ currents of renal endothelial cells. Average effects of H2O2 (10 µM) after 5, 10 and 15 min on 

outwards currents of isolated renal endothelial cells. Amplitudes of K+ outward currents were measured and normalize... 
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A B S T R A C T 

 
Obesity is related to vascular dysfunction through inflammation and oxidative stress and it has been identified as a risk factor 

for chronic renal disease. In the present study, we assessed the specific relationships among reactive oxygen species (ROS), 

cyclooxygenase 2 (COX-2), and endothelial dysfunc-tion in renal interlobar arteries from a genetic model of obesity/insulin 

resistance, the obese Zucker rats (OZR). Relaxations to acetylcholine (ACh) were significantly reduced in renal arteries from 

OZR compared to their counterpart, the lean Zucker rat (LZR), suggesting endothelial dysfunction. Blockade of COX with 

indomethacin and with the selective blocker of COX-2 restored the relaxations to ACh in obese rats. Selective blockade of the 

TXA2/PGH2 (TP) receptor enhanced ACh relaxations only in OZR, while inhibition of the prostacyclin (PGI2) receptor (IP) 

enhanced basal tone and inhibited ACh vasodilator responses only in LZR. Basal production of superoxide was increased in 

arteries of OZR and involved NADPH and xanthine oxidase activation and NOS uncoupling. Under conditions of NOS 

blockade, ACh induced vasoconstriction and increased ROS generation that were augmented in arteries from OZR and 

blunted by COX-2 inhibition and by the ROS scavenger tempol. Hydrogen peroxide (H2O2) evoked both endothelium- and 

vascular smooth muscle (VSM)-dependent contractions, as well as ROS generation that was reduced by COX-2 inhibition. In 

addition, COX-2 expression was enhanced in both VSM and endothelium of renal arteries from OZR. These results suggest 

that increased COX-2-dependent vasoconstriction contributes to renal endothelial dysfunction through enhanced (ROS) 

generation in obesity. COX-2 activity is in turn upregulated by ROS. 

 
& 2015 Elsevier Inc. All rights reserved. 

 

 
Introduction 

 
Obesity is a worldwide health problem of increasing prevalence that is 

associated with the development of insulin resistance (IR), hypertension, 

dyslipidemia, and type 2 diabetes, jointly referred as to metabolic syndrome 

[1,2]. Obesity and metabolic syndrome increase the risk of diabetic 

complications such as nephropathy and chronic renal disease [3]. However, 

recent epidemiological studies suggest that chronic renal disease can develop 

in nondiabetic obese individuals 

 

 
Abbreviations: ACh, acetylcholine; COX, cyclooxygenase; ET-1, endothelin-1; HFD, high fat 

diet; H2O2, hydrogen peroxide; IP, prostacyclin receptor; IR, insulin resistance; KPSS, high 

potassium solution; LZR, lean Zucker rat; NO, nitric oxide; NOS, nitric oxide synthase; OZR, 

obese Zucker rat; prostacyclin, prostaglandin F2α; PSS, physiological saline solution; Phe, 

phenylephrine; ROS, reactive oxygen species; TXA2, thromboxane A2; TP, TXA2/PGH2 

receptor; VSM, vascular smooth muscle 
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and that obesity represents a risk factor of renal disease independent of 

diabetes, hypertension, and other comorbidities [4,5].  
Both cyclooxygenase (COX) 1 (COX-1) and COX-2 are constitutively 

expressed in the kidney and COX-derived metabolites play a key role in renal 

hemodynamics and tubular function [6,7]. COX-2 is highly regulated in 

response to alterations in intravascular volume and COX-2 metabolites are 

involved in the regulation of renin release and sodium excretion, and also in 

the maintenance of renal blood flow [8,6]. However, altered COX-2 activity 

has been associated with enhanced renal vasoconstriction, endothelial and 

vascular dysfunction, and renal injury in cardiovascular and metabolic 

disorders such as hypertension and diabetes [9–11]. 

 
COX-2 has been involved in the renal inflammatory response in obesity. 

COX-2 expression is increased in renal microvessels, kidney cortex, and 

glomeruli and associated with renal injury and augmented urinary excretion 

of vasoconstrictor prostanoids such as prostaglandin F2α (PGF2α) in the 

obese Zucker rat (OZR), a genetic model of obesity [12–14]. Treatment with 

COX-2 inhibitors decreased renal expression 

http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2015.03.024
../../../AppData/Local/Microsoft/Windows/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/Content.IE5/Mis%20artículos%20para%20la%20Tesis/www.sciencedirect.com/science/journal/08915849
../../../AppData/Local/Microsoft/Windows/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/Content.IE5/Mis%20artículos%20para%20la%20Tesis/www.elsevier.com/locate/freeradbiomed
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of proinflammatory cytokines, reduced albuminuria, and ameliorated 

glomeruloesclerosis in the obese kidney [12], and these agents also reduced 

expression of renal injury mediators in experimental models of diabetes and 

hypertension [15]. However, the specific contribution of COX-2 to renal 

endothelial dysfunction in obesity has not yet fully been addressed. 

 
It is well established that oxidative stress is the common link for the major 

pathogenic pathways involved in the development of the micro- and 

macrovascular complications in diabetes including diabetic nephropathy [16]. 

Reactive oxygen species (ROS) such as superoxide favor the expression of an 

inflammatory phenotype that leads to the induction of COX-2 [17]. In the 

kidney, mitochondria-derived ROS production induced by hyperglycemia 

results in activation of NF-кB activity, COX-2 mRNA induction, and COX-2 

protein expression in mesangial cells [18]. Moreover, treatment with the ROS 

scavenger tempol reduced renal COX-2 expression in experimental models of 

type 1 diabetes [19] and reno-vascular hypertension [11]. In this context, 

relationships between COX-2 and ROS have further been assessed in renal 

arteries [11,17] and in arteries from other vascular beds [20–22], where COX-

2 has been demonstrated to be an impor-tant source of superoxide under 

conditions of vascular disease in diabetes [20] and hypertension 

[11,17,21,22]. 

 

Levels of oxidative stress in the renal cortex of the obese Zucker rat have 

been reported to be high, worsened by high fat diet (HFD), and associated 

with renal injury and to enhanced expression of inflam-matory markers and 

NF-кB activity [23]. Oxidative stress is a key pathogenic factor in the 

development of endothelial dysfunction and vascular disease in obesity 

[24,25]. Although impaired endothelial function has been reported in renal 

afferent arterioles from gen-etic [26] and HFD-induced [9,27] models of 

obesity, the specific relationships among renal oxidative stress, COX-2, and 

endothelial dysfunction have yet to be determined. Therefore, we performed 

functional experiments in intrarenal arteries from OZR and assessed 

endothelial function, ROS production, and COX-2 expression and activity in 

order to determine whether COX-2 and ROS may play a role in renal vascular 

dysfunction in obesity. 

 

 

Methods 

 

Animal model 

 

All animal care and experimental protocols conformed to the European Union 

Guidelines for the Care and the Use of Laboratory Animals (European Union 

Directive 2010/63/EU) and were approved by the Institutional Animal Care 

and Use Committee of Madrid Complutense University. Male OZR (fa/fa, 

n=45) and their control counterparts, lean Zucker rats (LZR) (fa/–, n=40) 

were purchased from Charles River Laboratories (Barcelona, Spain) at 8–10 

weeks of age. Animals were housed at the Pharmacy School animal care 

facility and maintained on standard chow and water ad libitum, until they 

were used for study, at 16–18 weeks of age. Rats were killed by cervical 

dislocation and exsanguination, and the kidneys were quickly removed and 

placed in cold physiological saline solution (PSS). 

 

 

Dissection of microvessels and mounting 

 

Renal interlobar arteries, second- or third-order branches of the renal artery 

from LZR and OZR rats, were carefully dissected by remo-ving the medullary 

connective tissue and mounted in parallel in double microvascular myographs 

(Danish Myotechnology, Denmark) by inserting two 40 mm tungsten wires 

into the vessel lumen. After mounting the arteries were equilibrated for 30 

min in PSS maintained at 37 1C of the following composition (mM): NaCl 

119, NaHCO3 25, KCl 4.7, KH2PO4 1.17, MgSO4 1.18, CaCl2 1.5, EDTA 

0.027, and glucose 11, continuously gassed with a mixture of 5% CO2/95% 

O2 to maintain pH 

 

at 7.4. The relationship between passive wall tension and internal 

circumference was determined for each individual artery and from this, the 

internal circumference, L100 corresponding to a transmural pressure of 100 

mm Hg for a relaxed vessel in situ was calculated. The arteries were set to an 

internal diameter l1 equal to 90%, at which tension development is maximal 

in these arteries. 

 

Experimental procedures for the functional experiments 

 

At the beginning of each experiment, arteries were challenged twice with 120 

mM K
þ
 (KPSS) in order to test vessel viability. The relaxant effects of 

acetylcholine (ACh) and of the NO exogenous donor (S)-nitroso-N-

acetylpenicillamine (SNAP) were assessed by adding cumulative 

concentrations of these agents on arteries precontracted with phenylephrine 

(Phe) (0.1–0.5 mM). The responses to exogenous ACh were further obtained 

in the absence and presence of the general COX inhibitor indomethacin (Indo, 

1 mM), of the selective inhibitors of COX-1 5-(4-chlorophenyl)-1-(4-

methoxyphenyl)-3-(trifluoromethyl)-1H-pyrazole (SC-560, 1 mM) and COX-

2 N-[2–cyclohexyloxy–4–nitro-phenyl] methanesulfonamide (NS-398, 1 

mM) and the antagonist of the TXA2/PGH2 (TP) receptor 4-(Z)-6-(2-o-

chlorophenyl-4-o-hydroxy-phenyl-1,3-dioxan-cis-5-yl)hexenoic acid (ICI-

192, 1 mM). The effect of the prostacyclin (PGI2) receptor (IP) antagonist 

4,5-dihydro-N-[4-[[4-(1-methylethoxy) phenyl]methyl]phenyl]-1H-imadazol-

2-amine (CAY 10441 0.1 mM) and of the selective inhibitors of COX-1 and 

COX-2 was also assessed in renal arteries of LZR and OZR in the presence of 

ICI-192. The endothelium-dependent vasoconstrictor effect of ACh was 

examined on quiescent interlobar arteries, under conditions of NOS blockade 

in the absence and presence of NS-398 and of the super-oxide scavenger 4-

hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine 1-oxyl (tem-pol, 30 mM). Cumulative 

concentration response curves to hydrogen peroxide (H2O2) were evaluated 

in the presence and absence of NS-398 on intact endothelium arteries and on 

removed endothelium arteries precontracted with 25 mM K
þ
. The drugs were 

added to the myograph chamber 30 min before a second concentration–

response curve was performed, and the Phe concentration was adjusted to 

match the concentration during the first control curve assessment. The role of 

the vascular endothelium was examined in arteries where the endothelium 

was mechanically removed by inserting a human hair in the vessel lumen and 

guiding it back and forward several times. The absence of functional 

endothelium was confirmed by the lack of relaxation to ACh (10 mM). 

 

 

 

 

Measurement of superoxide production by chemiluminescence 

 

Changes in basal and ACh-, H2O2-, and endothelin-1 (ET-1)-stim-ulated 

levels of superoxide were detected by lucigenin-enhanced che-

miluminiscence in renal arteries and in renal cortex, as previously described 

[28,29]. A cortex sample and 6–8 segments of the renal interlobar arteries 

about 4–5 mm long from each LZR and each OZR were dissected and 

equilibrated in PSS for 30 min at room tempera-ture and then incubated in the 

absence (controls) and presence of the superoxide scavenger tempol (100 

mM), the NADPH oxidase inhibitor apocynin (30 mM), the xanthine oxidase 

inhibitor allopurinol (100 mM), the NOS synthase inhibitor L-NOARG (100 

mM), the nonspecific COX inhibitor indomethacin (1 mM), and the selective 

inhibitors of COX-1 SC-560 (1 mM) and of COX-2 NS-398 (1 mM) and 

H2O2 (100 mM) for 30 min at 37 1C. The arteries and the cortex samples 

were then transferred to microtiter plate wells containing 5 mM bis-N-

methyla-cridinium nitrate (lucigenin) in the absence and presence of different 

ROS sources inhibitors and of ROS scavenger in air-equilibrated Krebs 

solution buffered with 10 mM Hepes–NaOH. Chemiluminescence was 

measured in a luminometer (BMG Fluostar Optima), and for calcula-tion 

baseline values were subtracted from the counting values under the different 

experimental conditions and superoxide production was normalized to tissue 

weight. Since 10
–4

 M peroxide enhanced luci- 
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genin signal in the absence of vascular tissue, these values were sub-tracted 

from the lucigenin-enhanced chemiluminescence values in renal arteries on 

exposure to peroxide. 

 
Immunohistochemistry 

 
Table 1 
Vasomotor responses of renal arteries from LZR and OZRonone4.o/none 4 

 
 KPSS Phe (Nm

–1
) Phe (%) ACh (%) l1 (mm) n 

       

LZR 1.65 ± 0.20 1.53 ± 0.17 95 ± 7 70 ± 5 242 ± 2 15 

OZR 1.58 ± 0.27 1.46 ± 0.18 98 ± 7 50 ± 6
*** 

234 ± 17 15  
Tissue samples from the kidneys containing the interlobar arteries were 

immersion-fixed in 4% paraformaldehyde in 0.1 M sodium phosphate buffer 

(PB), cryoprotected in 30% sucrose in PB, and snap-frozen in liquid nitrogen 

and stored at -80 1C. Transver-sal sections 5 mm thick were obtained by 

means of a cryostat and preincubated in 10% normal goat serum in PB 

containing 0.3% Triton X-100 for 2–3 h. Then, sections were incubated with 

either a mouse monoclonal anti-COX-1 (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, 

USA) diluted at 1:50 or a rabbit anti COX-2 (Santa Cruz Biotech-nology, 

Santa Cruz, CA, USA) diluted 1:50 for 48 h, washed, and allowed to react 

with a goat secondary serum (Chemicon Interna-tional Inc.) (anti-mouse for 

the COX-1 and anti-rabbit for the COX-2) diluted 1:400 for 2 h at room 

temperature. Secondary anti-bodies used were Alexa Fluor 594 (red) and 

Alexa Fluor 488 (green). No immunoreactivity could be detected in sections 

incubated in the absence of the primary antisera. Preadsorption with COX-1 

and COX-2 protein showed no cross-reactivity to the antibodies. 

 
 
 

 
Data presentation and statistical analysis 

 

Results are expressed as either Nm
-1

 of tension or as a percentage of the 

responses to either Phe or KPSS in each artery, as means ± SEM of 5–30 

arteries (1–2 from each animal) for the functional experiments and results are 

expressed in counts per minute (cpm) per mg of tissue in arterial segments 

and in each cortex sample, as means ± SEM of 4–22 animals for the measure-

ment of superoxide production. The statistical differences between means 

were analyzed by using one-way ANOVA followed by Bonferroni´s post hoc 

test for comparisons involving more than two groups or by paired or unpaired 

Student´s t test for compar-ison between two groups. Probability levels lower 

than 5% were considered significant. All calculations were made using a stan-

dard software package (Prism 4.0, GraphPad, San Diego, CA). 

 
 

 
Results 

 
General parameters 

 
At the time of the experiment (16–18 weeks of age), OZR were significantly 

heavier than LZR (51176 g vs 38674 g, P<0.001 n = 45 and 40, respectively). 

We have reported that animals from the OZR group exhibit mild 

hyperglycemia, hyperinsulinemia, and dyslipide-mia with elevated total 

cholesterol and triglycerides levels but were not hypertensive [30]. The 

normalized internal lumen diameters, l1, of renal arteries in the OZR group 

(25175 mm, n = 69) were not significantly different from those in the LZR 

group (25575 mm, n = 64), thus supporting that structure is preserved in 

arteries from OZR compared to LZR. 

 

 
Endothelium-dependent relaxations in interlobar arteries of LZR and  
OZR 

 
Vasoconstrictor responses elicited by either KPSS or preconstrictor doses of 

Phe were not significantly different in renal arteries from LZR and OZR 

(Table 1). Endothelial function was assessed by the vasodi-lator responses to 

ACh. ACh induced dose-dependent relaxations follo-wed by contractions at 

the higher concentrations in arteries precon-tracted with Phe. ACh relaxant 

responses were impaired in renal 

 
Values represent mean ± SEM of the number n of individual arteries, 1–2 per animal. Results 

are expressed as absolute values (Nm
–1

 of tension) or as a percentage of the contraction induced 

by KPSS (Phe) or Phe (ACh). Significant differences were analyzed by unpaired Student t test, 

 
***

 P < 0.001, versus LZR. l1, normalized lumen diameter in mm. 

 
 

 
interlobar arteries from OZR compared to LZR (Fig. 1A and B, Table 1). 

Exogenously administered NO by the NO donor SNAP induced relaxations 

that were modestly reduced in arteries from OZR (Fig. 1C). These results 

suggest that renal endothelial dysfunction in part is due to blunted vasodilator 

responses to NO in obese rats. 

 

ROS levels in renal interlobar arteries and cortex of LZR and OZR and effect 

of inhibition of NADPH oxidase, xanthine oxidase, and NOS 

 
Basal superoxide production was enhanced in both renal arteries and cortex 

from OZR compared to LZR, blunted by tempol and stimulated by ET-1, 

suggesting higher levels of oxidative stress in the kidney of obese animals 

(Fig. 2A–D). Augmented superoxide levels in renal interlobar arteries from 

OZR were reduced by inhibition of NADPH oxidase with apocynin, xanthine 

oxidase with allopurinol, and NOS with L-NOARG (Fig. 2D), indicating that 

NADPH oxidase, xanthine oxidase, and NOS are involved in renal vascular 

oxidative stress in obese rats. 

 
 
Involvement of COX-1 and COX-2 in the endothelium-dependent 

responses of renal interlobar arteries of LZR and OZR 

 
Expression of COX-1 and COX-2 proteins was determined by 

immunohistochemistry in the endothelium and vascular smooth mus-cle 

(VSM) layer of renal interlobar arteries from LZR and OZR. Immunostaining 

of arterial sections with a COX-1 antibody revealed that this constitutive 

isoform was uniformly distributed colocalized with eNOS in the endothelial 

lining, being absent in the VSM layer (Fig. 3A). No apparent differences in 

either distribution or density of the COX-1 immunolabeling were observed 

between LZR and OZR (Fig. 3A). Immunostaining for COX-2 was found in 

the endothelium of renal arteries from LZR (Fig. 3B), and in both 

endothelium and VSM of arteries from OZR (Fig. 3B). 

 

In order to assess whether changes in the COXs metabolism may be involved 

in the endothelial dysfunction observed in renal arteries of OZR, the effect of 

the nonselective COX inhibitor, indomethacin, and of the selective COX-1 

and COX-2 blockers, SC-560 and NS-398 were examined for the relaxant 

responses to ACh. Indomethacin, SC-560, and NS-398 modestly enhanced the 

relaxations to the higher ACh concentrations in renal arteries of LZR (Fig. 

4A, C, E and Table 2), suggesting a predominant vasoconstrictor COX-

mediated component in the responses to ACh. Treatment with indomethacin 

and NS-398 greatly increased relaxations and restored endothelial responses 

to ACh in arteries from OZR (Fig. 4B, D, F and Table 2). Combined blockade 

of COX and NOS further reduced the relaxant responses to ACh in both LZR 

and OZR (results not shown). 

 
To further evaluate the mechanisms underlying renal endothe-lial 

dysfunction, the effects of the selective inhibitor of COX-2 NS-398 on the 

responses to ACh were assessed in quiescent arteries under conditions of 

NOS blockade. ACh induced contractions that were markedly enhanced in 

renal arteries from OZR compared to LZR (Fig. 5A). The vasoconstrictor 

effect of ACh was significantly 
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Fig. 1. Relaxant responses to ACh and SNAP are impaired in renal interlobular arteries of obese Zucker rats. (A) Representative traces showing the relaxations induced by ACh in renal arteries from 

LZR (l1 =231, upper) and OZR (l1 =220, lower). (B, C) Average relaxations to ACh (B) and to the NO donor SNAP (C) in renal interlobar arteries from OZR compared to LZR. Results are expressed 

as percentage of the precontraction induced by phenylephrine (Phe). Data are shown as the mean ± SEM of 9–30 arteries. *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, versus LZR, Student´s t test for unpaired 

observations. 

 
reduced by NS-398 in renal arteries from OZR (Fig. 5C), suggesting that 

increased renal endothelial contractile responses in OZR are mediated by 

COX-2. 

 
 
Effect of TP and IP receptor antagonism on the relaxant responses to ACh 

 

Fig. 6 shows the effect of the TXA2/PGH2 (TP) receptor antago-nist ICI-192 

on the relaxant responses to ACh in renal interlobar arteries. Treatment with 

ICI-192 significantly enhanced the concentration-dependent relaxations 

elicited by ACh in arteries from OZR without altering those from LZR (Fig. 

6A, B and Table 3). On the other hand, selective blockade of IP receptors 

with CAY 10441 markedly increased basal tone in quiescent renal arteries 

from LZR, this vasoconstriction being blunted in arteries from OZR (Fig. 

7A). While CAY 10441 modestly inhibited ACh relaxant responses only in 

arteries from LZR (Table 3), under conditions of TP receptor blockade with 

ICI-192, the IP receptor antagonist significantly reduced the relaxations 

induced by ACh in LZR but not in OZR (Fig. 7B, C and Table 3). 

 

In the presence of ICI-192, a modest inhibitory effect of both the COX-1 

inhibitor SC-560 and the COX-2 inhibitor NS-398 on the vasodilator 

responses to ACh was unmasked in interlobar arteries from LZR, while only a 

small inhibition by NS-398 persisted in arteries from OZR (Fig. 7D–F, and 

G). 

 

 

 

Effects of COX inhibition on basal and ACh-stimulated ROS 

 

Treatment with indomethacin, SC-560, and NS-398 inhibited basal 

superoxide production in arteries from OZR. This inhibition was more 

pronounced after nonselective blockade of COX with indomethacin, which 

supports an augmented COX-dependent basal superoxide production in renal 

arteries of obese rats (Fig. 8A). In order to determine whether ACh stimulates 

ROS generation, these experiments were performed under conditions of NOS 

blockade with L-NOARG. ACh increased superoxide pro-duction in 

interlobar arteries from LZR and OZR that was aug-mented in OZR and 

blunted by both NS-398 and SC-560 treatment (Fig. 8B). 
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Fig. 2. Basal superoxide production is augmented in renal arteries and cortex from OZR and involves NADPH, xanthine oxidase activation, and NOS uncoupling. Basal (A, B, and D) and ET-1-

stimulated (C) levels of superoxide production measured by lucigenin-enhanced chemiluminescence in renal arteries (A, C, and D) and renal cortex (B) of LZR and OZR and effects the ROS 

scavenger tempol (100 mM), the NADPH oxidase inhibitor apocynin (30 mM), the xanthine oxidase inhibitor allopurinol (100 mM), and the NOS synthase inhibitor L-NOARG (100 mM) on basal 

superoxide production of isolated renal interlobar arteries from LZR and OZR. Results are expressed in counts per minute (cpm) per mg of tissue. Bars represent mean ± SEM of 7–22 animals. 

Statistically significant differences were calculated by unpaired Student´s t test *P<0.05, **P <0.01,  
***P <0.001, versus control before treatment; 

‡
P<0.05, 

‡‡
P<0.01, versus LZR. 

 
 
Involvement of COX-2 and ROS in ACh contractile effects in renal 

arteries from obese rats 

 
The vasoconstrictor effect of ACh under conditions of NOS blockade was 

significantly inhibited by the ROS scavenger tempol and by NS-398 in renal 

arteries from OZR (Fig. 9B), while no significant inhibition with these agents 

was observed on the modest contractions elicited by ACh in arteries from 

LZR (Fig. 9A), indicating that COX-2-dependent ACh-induced vasocon-

striction is increased in arteries from OZR in part due to ROS generation. 

 
 
 
Effect of COX-2 inhibition on contraction and ROS generation induced by 

H2O2 in renal interlobar arteries 

 
To further assess the involvement of COX-2 in oxidative stress and 

augmented renal vasoconstriction, we determined the effect of the COX-2 

inhibitor NS-398 on the contraction and ROS generation in interlobar arteries 

exposed to H2O2. H2O2 induced concentration-dependent contractions at 

concentrations higher than 0.1 mM in interlobar arteries from LZR and OZR 

precontracted with 25 mM K
+

 (Fig. 10A and B). The contractile effect of 

H2O2 was inhibited by NS-398 in both LZR (Fig. 10A) and OZR (Fig. 10B). 

In endothelium- 

 

denuded renal interlobar arteries, the contractions induced by H2O2 persisted 

to a greater extent in OZR and were inhibited by NS-398 (Figs. 10C and D). 

On the other hand, H2O2 greatly increased super-oxide production in renal 

arteries (Fig. 10E) and cortex (Fig. 10F) from both strains. ROS stimulation 

by peroxide was significantly augmented in OZR and reduced by NS-398 

treatment in both LZR and OZR (Fig. 10E and F). These results suggest a 

COX-2-dependent H2O2-induced superoxide production and vasoconstriction 

in renal arteries. 

 

 

Discussion 

 

Obesity and metabolic syndrome have been identified as strong predictors of 

chronic kidney disease independent of associated comorbidities such as 

hypertension or diabetes. The present study was designed to assess the role of 

COX-2 and ROS in renal vascular dysfunction in obesity. Our findings 

demonstrate that endothelial dysfunction of interlobar arteries is attributable 

to augmented COX-and ROS-mediated endothelium-dependent 

vasoconstriction in a model of genetic obesity. COX-2 inhibition reduced 

basal and stimu-lated ROS production and restored endothelial vasodilator 

responses.  
Endothelium-dependent relaxations to ACh were reduced in renal interlobar 

arteries of OZR compared to LZR, which indicates 



RESULTADOS 

126 

 

82 M. Muñoz et al. / Free Radical Biology and Medicine 84 (2015) 77–90 

 
 

 
COX-1 

 
 
 
 
 
 
 

 
COX-1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
COX-2 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
COX-2 

 

LZR  
eNOS merge 

 
 
 
 
 
 

 

OZR 
eNOS

 merge 

 
 
 
 

 
50 µm 

 
 
LZR  
eNOS merge 

 
 
 
 
 
 
 

 
OZR  
merge 

 
 
 
 
 
 

50 µm 

 
Fig. 3. Expression of COX-1 and COX-2 in renal interlobar arteries from LZR and OZR. Inmunohistochemical demonstration of (A) COX-1 and (B) COX-2 in renal arteries from LZR and OZR. (A) 

Immunofluorescence for COX-1 protein (red areas) was distributed throughout the endothelial lining (arrows) and absent in the VSM layer of renal arteries from both LZR and OZR (left panel). 

Endothelial cell layer was visualized with the anti-eNOS marker (green) (middle panel). Immunofluorescence double labeling for eNOS marker and COX-1 expression in endothelial cell layer 

demonstrates colocalization in endothelium (yellow areas) in LZR and OZR (right panel). (B) COX-2 was expressed in the endothelium of renal arteries in LZR (red areas, arrows) and in both 

endothelium (red areas, arrows) and VSM (red areas, asterisks) of renal arteries from OZR (left panel). Endothelial cell layer was visualized with the anti-eNOS marker (green) (middle panel) and 

immunofluorescence double labeling for eNOS marker and COX-2 protein expression in endothelial cell layer demonstrates colocalization in endothelium (yellow areas, arrows) in LZR and OZR 

(right panel). Scale bars indicate 50 μm. Sections are representative of n = 3 LZR animals and OZR animals. 

 

 
endothelial dysfunction and supports earlier findings in the renal 

microcirculation of both genetically—OZR—[26] and diet-induced [9] obese 

rats, where vasodilator responses to ACh were blunted in renal afferent 

arterioles. These observations suggest that impaired endothe-lial function of 

the preglomerular interlobar arteries, as shown in the present study, may 

reflect vascular dysfunction of the glomerular microcirculation [9,26]. It is 

now well established that vascular oxidative stress is a major cause of NO 

inactivation and endothelial dysfunction in the insulin-resistant states of 

obesity and diabetes. Oxidative stress has been reported to underlie renal 

injury in genetic and diet-induced models of obesity [12,23] where treatment 

with free radical scavengers decreased inflammation and ameliorated 

functional (increased urinary albumin excretion) and structural renal 

alterations [23]. The present study demonstrates that blunted vasodilator 

responses to ACh in renal interlobar arteries, in part due to impaired NO-

mediated relaxations, were associated with augmented vascular ROS 

production in parallel with the higher levels of oxidative stress in 

 

 

the renal cortex of obese rats. Both NADPH oxidase and xanthine oxidase 

were found to be sources of the augmented superoxide generation in renal 

arteries of OZR, as depicted by the inhibitory effect of apocynin and 

allopurinol on basal ROS generation. Enhanced endothelial NADPH 

[24,25,32,33] and xanthine oxidase [31] activities have earlier been involved 

in vascular oxidative stress and endothelial dysfunction in arteries from obese 

animals and in endothelial cells from obese individuals. Interestingly, we 

further demonstrate here that uncoupled eNOS, probably as a result of high 

levels of peroxyni-trite formed by initial oxidative stress, is also involved in 

the augmented ROS generation of renal interlobar arteries from OZR, since 

blockade of NOS greatly reduced renal oxidative stress in obese rats. These 

findings support data from a recent study showing that glomerular eNOS 

dimerization, indicative of eNOS uncoupling, is impaired in db/db mice, a 

model of type 2 diabetes, and supplemen-tation with the NOS cofactor BH4 

corrected eNOS dimerization and improved glomerular structural and 

functional abnormalities [34]. 
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Fig. 4. Effect of COX inhibitors on the relaxant responses to ACh in renal interlobar arteries of LZR and OZR. Effects of (A, B) nonselective COX inhibitor indomethacin (Indo, 1 mM), (C, D) the 

COX-1 inhibitor SC-560 (1 mM), and (E, F) the COX-2 inhibitor NS-398 (1 mM) on the average relaxant responses to ACh in renal arteries from LZR (A, C, and E) and OZR (B, D, and F). Results 

are expressed as percentage of the precontraction induced by phenylephrine (Phe). Data are shown as the mean ± SEM of 6–12 arteries. *P<0.05, **P<0.01, versus control before treatment, Student´s 

t test for paired observations. 

 
Interactions between ROS and COX activity in vascular dysfunction are now 

well stablished and oxidative stress has been reported to increase expression 

and activity of both COX-1 and COX-2 in arteries from ageing, diabetic, and 

hypertensive rats [11,17,20,21,35]. Enhanced expression of COX-2 and other 

inflammatory markers along with that of the redox-sensitive nuclear 

transcription factor NF-κB were found in the renal cortex of diet-induced 

obese rats associated with end-othelial dysfunction of glomerular arterioles 

[9]. In the current study, vascular expression of COX-2 was augmented in 

renal interlo-bar arteries and increased COX-2-mediated vasoconstriction 

blunted endothelial vasodilator responses to ACh in obese rats. However, 

both COX-1 and COX-2 are constitutively expressed in the kidney and 

metabolites of both isoenzymes are also involved in the physiological 

 
regulation of renal blood flow [6–8]. In the present study, COX-1 and COX-2 

were localized in the endothelium of interlobar arteries and inhibition of these 

isoenzymes modestly enhanced ACh-induced relaxations in LZR, suggesting 

that both COX-1 and COX-2-derived vasoconstrictor prostanoids modulate 

renal endothelial vasodilator responses in healthy arteries. Interestingly, while 

moderate expression of COX-1 in renal arteries was hardly changed in obese 

rats, in line with earlier findings in the renal cortex of OZR [12] and in experi-

mental models of type 1 and 2 diabetes [6,15,36], enhanced expres-sion of 

COX-2 in both endothelium and VSM was associated with endothelial 

dysfunction in interlobar arteries from OZR. Indomethacin and selective 

COX-2 inhibition restored endothelium-dependent rela-xations, suggesting 

that COX-2-derived vasoconstrictor metabolites 
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Table 2  
Effect of the nonselective COX inhibitor indomethacin (Indo), the COX-1 inhibitor SC-560, and the COX-2 inhibitor NS-398 on the vasodilator responses to acetylcholine (ACh) of renal arteries from 

LZR and OZR. 

 
  ACh            
              

  LZR      OZR      
            

  pEC 50 

E
max n I1  pEC50 

E
max n I1 

 Control 6.73  ± 0.08 64 ± 5 9 278 ± 24 6.25  ± 0.10
‡‡‡ 

40 ± 6
‡‡ 

12 245 ± 15  
 +Indo 6.58  ± 0.08 77 ± 8

* 
7 253 ± 22 6.08  ± 0.07 67 ± 9

** 
10 237 ± 17  

 Control 6.84  ± 0.14 70 ± 8 6 201 ± 11 6.58  ± 0.14 52 ± 8 8 205 ± 8  

 +NS-398 6.70  ± 0.17 85 ± 4
* 

6 201 ± 11 6.51  ± 0.11 75 ± 4
** 

8 205 ± 8  

 Control 6.74  ± 0.17 52 ± 8 6 291 ± 31 6.48  ± 0.09 49 ± 8 8 260 ± 16  

 +SC-560 6.74  ± 0.12 71 ± 6
* 

6 291 ± 31 6.31  ± 0.09 61 ± 7
* 

8 260 ± 16  
 
Values represent mean ± SEM of the number n of individual arteries, 1–2 per animal. pEC50 is –logEC50, which is the agonist concentration giving half-maximal relaxation; Emax = maximal 

relaxation (% Phe). Significant differences were analyzed by unpaired and paired Student t test. 

 
 
 

 

 
 

 
 
Fig. 5. Constrictor responses to ACh under conditions of NOS blockade were enhanced in isolated renal arteries from OZR and mediated by COX-2. (A) Contractions to ACh under conditions of 

NOS blockade in renal interlobar arteries from OZR compared to LZR. (B and C). Effects of the selective COX-2 inhibitor NS-398 on the contractions elicited by ACh under conditions of NOS 

blockade in renal arteries from LZR (B) and OZR (C). Results are expressed as percentage of the maximum contraction induced by potassium solution (KPSS) in each artery. Data are shown as the 

mean ± SEM of 6–15 arteries. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, versus control before treatment (B and C) or LZR (A), Student´s t test for unpaired (A) or paired (B and C) observations. 

 

 
contribute to renal endothelial dysfunction in obese rats. Inc-reased COX-2-

mediated renal vasoconstriction was further confirmed in quiescent interlobar 

arteries in which NOS blockade unm-asked contractions to ACh hardly 

detectable in lean animals that were abolished by the COX-2 inhibitor NS-

398. The present findings are in 

 

 
line with the augmented COX-2-mediated renal vasoconstrictor res-ponses to 

arachidonic acid [10] and with the increased glomerular filtration rate [36] 

coupled to enhanced COX-2 expression in the renal cortex of the perfused 

kidney from type 1 diabetic rats. In these rep-orts, COX-2 inhibitors improved 

renal blood flow and attenuated 

*  P < 0.05, versus control before treatment 
 ** P <  0.01, versus control before treatment; 
‡‡  P <  0.01, , versus LZR. 
‡‡‡ P < 0.001, versus LZR. 
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Fig. 6. Effect of the antagonist of the TXA2/PGH2 (TP) receptor on the relaxations elicited by 

ACh in renal interlobar arteries from LZR and OZR. Average effects of ICI-192 (1 mM) on the 

relaxant responses to ACh in isolated interlobar arteries of LZR  
(A) and OZR (B). Results are expressed as percentage of the precontraction induced by 

phenylephrine (Phe). Data are shown as the mean ± SEM of 6–7 arteries. *P<0.05, **P<0.01, 

versus control before treatment, Student´s t test for paired observations. 

 
hyperfiltration, reduced proteinuria and inflammation, and amelio-rated renal 

structural alterations [36,37], as also observed in OZR tre-ated with rofecoxib 

[12].  
In the current study, TP receptor blockade improved ACh relaxant responses 

in renal arteries from OZR but not LZR, indicating a role for TXA2/PGH2 
receptors in the greater COX-2-mediated endothelial vasoconstriction of 

OZR. These findings would be consistent with the increased renal TXA2 
production associated with enhanced COX-2 expression observed in obese 
and type 2 diabetic rats [12–14,38]. However, the contribution of contractile 

prostanoids other than TXA2 should be taken into account since treatment 
with the COX-2 inhibitor rofecoxib mostly reduced urinary excretion of 

PGF2α and PGI2 meta-bolites in the OZR, suggesting that COX-2 primarily 

contributes to PGF2α and PGI2 levels in the kidney of obese rats [12]. 

Moreover, COX-2-derived PGF2α has recently been involved in the 
endothelial dysfunction of renal arteries from reno-vascular hypertensive rats 
[11].  

PGI2 plays a key role in the maintenance of renal blood flow and deletion of 

PGIS is associated with ischemic kidney damage [39]. The present findings 

demonstrate that basally released relaxant PGI2 is involved in the 

maintenance of renal arterial tone, as depicted by the vasoconstriction induced 

by selective blockade of IP receptors with CAY 10441 in quiescent renal 

interlobar arteries from LZR. This contraction was impaired in arteries from 

obese rats, which indicates that the modulatory relaxant influence of PGI2 on 

renal vascular tone is blunted. On the other hand, besides acting on VSM IP 

receptors to induce vasodilatation and protect arterial wall, PGI2 can also 

activate VSM TP receptors under conditions of vascular dysfunction due to 

excessive PGI2 production and/or defective IP receptors [40,41]. However, IP 

and TP VSM receptors can concomitantly modulate PGI2 vascular responses 

also in healthy arteries with limited functional IP receptors. In porcine 

interlobular arteries, COX-1-mediated endothelial PGI2 synthesis is 

responsible for the endothelium-dependent vasoconstrictor activity evoked by 

agonists [42,43]. In agreement with the latter, blockade of TP receptors 

unmasked an IP-mediated component of the ACh relaxant responses in renal 

arteries from LZR but not OZR, suggesting that PGI2 may act as both 

vasoconstrictor and vasodilator through TP and IP receptors, respec-tively, in 

healthy rat interlobar arteries. In arteries from obese animals, the IP-mediated 

relaxant component was blunted and IP receptor antagonism did not further 

alter endothelial relaxations to ACh under conditions of TP receptor blockade. 

Therefore, our findings suggest that enhanced PGI2 levels derived from COX-

2 reported in the kidney of OZR [12] might also contribute to the greater 

COX-2-mediated renal vasoconstriction through TP receptors and hence to 

the endothelial dysfunction in obese rats. Moreover, we provide evidence here 

that 

 

 

Table 3  
Effect of the TXA2/PGH2 (TP) receptor antagonist (ICI-192) and of the IP receptor antagonist (Cay10441) on the concentration–relaxation curves to acetylcholine (ACh) in renal arteries from LZR 

and OZR. 

 
  ACh            
              

  LZR      OZR      
            

  pEC 50 

E
max n I1  pEC50 

E
max n I1 

 Control 7.08  ± 0.12 65 ± 5 6 284 ± 19 6.77  ± 0.18 56 ± 8 7 254 ± 21  
 +ICI-192 6.90  ± 0.08 63 ± 4 6 284 ± 19 6.85  ± 0.17 67 ± 7

* 
7 254 ± 21  

 Control 6.82  ± 0.14 67 ± 2 6 272 ± 17 6.90  ± 0.07 64 ± 5 9 243 ± 21  

 +Cay10441 6.66  ± 0.14
** 

69 ± 4 6 272 ± 17 6.92  ± 0.16 65 ± 4 9 243 ± 21  

 +ICI 192             

 Control 7.08  ± 0.12 65 ± 5 6 284 ± 19 6.77  ± 0.18 56 ± 8 7 254 ± 21  

 +Cay10441 6.79  ± 0.12
* 

58 ± 4 6 284 ± 19 6.58  ± 0.12 68 ± 6 6 252 ± 25  
 
Values represent mean ± SEM of the number n of individual arteries, 1–2 per animal. pEC50 is –logEC50, which is the agonist concentration giving half-maximal relaxation; Emax ¼ maximal 

relaxation (% Phe). Significant differences from controls were analyzed by unpaired and paired Student t test.  
* P <0.05. versus control before treatment.  

** P< 0.01. versus control before treatment. 
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Fig. 7. Effect of IP receptor antagonism on the vasorelaxation in response to ACh in renal interlobar arteries from LZR and OZR. Effect of the selective PGI2 receptor (IP) antagonist CAY 10441 

(0.1 mM ) on (A) basal tone of renal arteries from OZR compared to LZR and (B and C) the relaxations to ACh in interlobar arteries from LZR (B) and OZR 

(C) under conditions of TP receptor blockade. (D–G) Effects of selective COX-1 inhibitor SC-560 (1 mM) (D, E) and of the selective COX-2 inhibitor NS-398 (1 mM) (F, G) under conditions of TP 

receptor blockade on the average relaxant responses to ACh in interlobar arteries from LZR (D, F) and OZR (E,G). Results are expressed as percentage of the precontraction induced by phenylephrine 

(Phe) (B–G) or as the increase in baseline tension ( BL), expressed as percentage of the maximum contraction induced by potassium solution (KPSS), after addition of the antagonist (A). Data are 

shown as the mean ± SEM of 5–10 arteries. *P <0.05, **P<0.01, ***P <0.001, versus control before treatment, 
‡
P<0.05, versus LZR, Student´s t test for unpaired (A) or paired (B, D, E, F, and G) 

observations. 

 

 

the basal relaxant influence of PGI2 on renal blood flow is blunted in OZR 

which might contribute to renal injury in obesity.  
Both COX-1 and COX-2 have been reported to significantly cont-ribute to 

basal PGI2 production in renal cortex and medulla, respec-tively [7]. In the 

present study, constitutive expression of both isoenzymes in the endothelium 

of renal arteries and the inhibitory effect of the selective COX-1 and COX-2 

antagonists on the relaxations to ACh suggest that relaxant endothelial 

prostanoids, namely PGI2, might derive from both COX-1 and COX-2 

pathways. Obesity mostly blunted these relaxations. COX-2-derived PGI2 has 

been suggested to have a protective role under atherogenic conditions [44] 

and also to be protective of endothelial function in diabetes [45], obesity [46], 

and 

 

 

hyperlipidemia [47] to compensate for the loss of NO due to oxidative stress. 

On the other hand, COX-2 selective inhibition reduced glomer-ular and renal 

blood flow in physiological stressed volunteers or patients [8] and COX-2 

inhibitors have been reported to increase the incidence of renal hemodynamic 

events, which points out the importance of constitutive COX-2 in renal 

hemodynamics [6,48]. The present data suggest, however, that the endothelial 

COX-2 relaxant influence, probably PGI2-mediated, is blunted since PGI2 is 

mostly acting through TP receptors and COX-2 inhibition attenuated endot-

helial-dependent vasoconstriction in renal arteries from OZR. These 

observations are consistent with the beneficial effects of COX-2 
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Fig. 8. Effect of COX inhibitors on basal and ACh-stimulated superoxide production in 

isolated renal interlobar arteries of LZR and OZR. Effect of indomethacin (1 mM), NS-398 (1 

mM), and SC-560 (1 mM) on basal superoxide production (A) and effect NS-398 and SC-560 

on acethylcoline-stimulated superoxide production under NOS blockade conditions (B) in renal 

arteries from LZR and OZR. Results are expressed in counts per minute (cpm) per mg of tissue. 

Bars represent mea ± SEM of 8-20 animals. *P<0.05, **P <0.01, ***P<0.001, versus control 

before treatment;  
*
P <0.05, 

**
P <0.01, 

***
P <0.001, versus ACh-treated; 

‡
P <0.05, 

‡‡
P<0.01, versus LZR, 

Student´s t test for unpaired observations. 

 

 
inhibitors on renal hemodynamics and kidney injury reported in the OZR and 

in diabetic rats [12,36,37].  
The present results further demonstrate that increased renal COX-2-dependent 

contractile responses and renal endothelial dysfunction in obese rats were 

associated with enhanced COX-2-mediated ROS generation. Thus, ACh-

induced contractions were reduced by the superoxide scavenger tempol and 

ACh stimulated superoxide production that was greater in interlobar arteries 

from obese rats and reversed by inhibition of COX-2. Moreover, COX-2 was 

also involved in the enhanced basal superoxide production of renal arteries 

from OZR, which demonstrates that COX-2 directly contributes to vascular 

oxidative stress in the kidney of obese rats and supports earlier reports 

showing that treatment with the COX-2 inhibitor rofecoxib significantly 

attenuated the augmented uri-nary excretion of the oxidative stress marker 8-

isoprostane [12]. Therefore, our results demonstrate that COX-2 represents a 

major source of ROS generation and endothelial dysfunction in renal 

interlobar arteries of obese rats, which confirms recent findings in 

 

 
Fig. 9. Constrictor responses to ACh in the presence of the superoxide scavenger tempol in 

isolated renal interlobar arteries. Effects of the selective superoxide scavenger tempol (30 mM) 

alone or combined blockade of tempol with the COX-2 inhibitor NS-398 (1 mM) on the 

contractions elicited by ACh under conditions of NOS blockade in renal arteries from LZR (A) 

and OZR (B). Results are expressed as percentage of the maximum contraction induced by 

potassium solution (KPSS) in each artery. Data are shown as the mean ± SEM of 7-8 arteries. 

*P <0.05, **P<0.01,***P<0.001, versus control before treatment, Student´s t test for paired 

observations. 

 

 
renal [11,17] and also resistance arteries [21,22] from hypertensive patients 

and rat models, and suggests that COX-2- mediated ROS generation is a 

common mechanism of endothelial dysfunction under situations of vascular 

inflammation in insulin resistant states. Although COX-1 expression was 

unchanged or even decreased in the renal cortex of obese Zucker rats [12], the 

current study also shows an involvement of COX-1 in the higher basal and 

stimulated ROS generation of renal interlobar arteries from obese rats. This 

could be ascribed to the reported COX-1–COX-2 interac-tions when these 

isoenzymes coexpress together in an individual cell, by forming functional 

heterodimers that may facilitate COX-1 biosynthetic activity [49]. 

 

 

COX-2 is increased during renal injury and the present findings demonstrate 

that oxidative stress is involved in the augmented COX-2 activity of renal 

arteries in obesity, which in turn increases further ROS generation and leads 

to vascular dysfunction. Thus, the ROS generating agent hydrogen peroxide 

induced renal vasoconstriction and increased 
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Fig. 10. H2O2 induces COX-2-dependent endothelium and VSM vasoconstriction and ROS generation in isolated renal interlobar arteries. (A–D) Effect of NS-398 (1 mM) on the contractions 

elicited by 100 mM H2O2 in endothelium-intact (A, B) and endothelium-denuded (C, D) renal interlobar arteries depolarized with 25 mM K
þ
 from LZR (A, C) and OZR (B, D). Results are expressed 

as percentage of the precontraction induced by KPSS. Data are shown as the mean ± SEM of 6–7 arteries. *P <0.05, **P<0.01, versus control, Student´s t test for paired observations. (E, F) Effect of 

H2O2 and NS-398 on basal superoxide production in renal interlobar arteries (E) and cortex (F) from LZR and OZR. Results are expressed in counts per minute (cpm) per mg of tissue. Bars represent 

mean ± SEM of 4–6 animals. Statistical significance was calculated by one-way ANOVA followed by Bonferroni as a posterio test **P <0.01, ***P<0.001, versus control; 
††

P <0.01, 
†††

P<0.001, 

versus H2O2-treated; 
‡‡

P<0.01, versus H2O2-treated LZR. 
 
superoxide production, both effects being inhibited by the COX-2 blocker 

NS-398, which is in agreement with recent studies in renal [11] and also 

conductance and resistance arteries from hypertensive [17,21] and diabetic 

[20] animals. These reports show that oxidative stress not only enhances 

COX-2 activity but also is an upstream 

 
regulator of COX-2 expression responsible for endothelial dysfunction 

[11,17,20]. On the other hand, the current results suggest that COX-2 in renal 

VSM contributes to augmented vasoconstriction in obese rats. Thus, removal 

of endothelium blunted COX-2-sensitive H2O2-induced contractions in 

arteries from lean animals, indicating that endothelial 



RESULTADOS 

133 

 

M. Muñoz et al. / Free Radical Biology and Medicine 84 (2015) 77–90 89 

 
COX-2 contributes to vasoconstriction in part through ROS generation. 

However, COX-2 mediated vasoconstriction persisted in endothelium-

denuded renal arteries of obese rats, in association with upregulation of COX-

2 in VSM and augmented ROS production sensitive to COX-2 inhibition in 

both renal arteries and cortex. These findings provide evidence that enhanced 

expression of COX-2 in VSM plays a key role in oxidative stress, enhanced 

vasoconstriction, and vascular dysfunction of renal arteries in obesity, as 

reported in hypertension and diabetes [11,17,20]. 

 
In conclusion, the present study provides further insight into the role of 

COX-2 and oxidative stress in the pathogenesis of the renal vascular 

dysfunction in a rat model of genetic obesity, which might contribute to the 

obesity-associated renal injury. Augmented COX-2-mediated 

vasoconstriction and blunted COX-2-derived PGI2 vasodilator effects were 

confirmed as causes underlying renal endothelial dysfunction in obese rats, 

thus providing specific clues to the understanding of the protective role of 

COX-2 inhibitors in the kidney reported in obesity and diabetes. The fact that 

vascular oxidative stress was identified as a key factor in the regulation of 

COX-2 activity and also as an effector mechanism in the COX-2-induced 

renal endothelial dysfunction of obese rats suggests common downstream 

pathogenic mechanisms in the vascular wall in obesity, diabetes, and 

hypertension. Nevertheless, specific features of COX and ROS metabolism in 

the different vascular beds should be assessed and taken into account when 

designing new therapeutic approaches for vascular dysfunction and 

inflammation in insulin-resistant states. 
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En el presente trabajo de Tesis Doctoral se ha evaluado el papel de las ROS en la 

función endotelial renal, tanto en condiciones fisiológicas como de estrés oxidativo 

vascular en arterias intrarrenales de un modelo experimental en rata de obesidad 

genética/síndrome metabólico. Los datos obtenidos muestran por primera vez que el 

H2O2 es un mediador fisiológico liberado por el endotelio renal que media las 

vasodilataciones tipo EDH en las arterias renales, mientras que en condiciones de 

resistencia a la insulina/obesidad genética el estrés oxidativo y la producción 

incrementada de •O2‾incrementan la vasoconstricción e inhabilitan las respuestas 

relajantes mediadas por NO y por PGI2 originando disfunción endotelial. 

4.1 PAPEL DEL H2O2 EN LA FUNCIÓN ENDOTELIAL RENAL 

ROS como el H2O2 han sido implicadas en la respuesta de tipo EDH relajante en 

las arterias de varios lechos vasculares, incluyendo arterias mesentéricas y coronarias 

(Matoba et al., 2000; Matoba et al., 2003; Miura et al., 2003), pero su papel en la función 

endotelial renal ha sido principalmente investigado en el contexto perjudicial de la 

generación de ROS derivadas de la NADPH oxidasa y mitocondria en la enfermedad 

vascular e insuficiencia renal asociada a la diabetes y estados de resistencia a la 

insulina (Cowley et al., 2015; Muñoz et al., 2015; Sharma, 2016). El presente estudio 

demuestra un papel fisiológico del H2O2 en la hiperpolarización dependiente del 

endotelio (EDH) y la vasodilatación de las arterias intrarrenales de rata. En condiciones 

de inhibición de la NOS y la COX, el agonista endotelial ACh indujo relajaciones y 

estimuló la liberación de H2O2 que fueron inhibidas por la catalasa. El H2O2 exógeno 

relajó las arterias renales, redujo el [Ca2+]i intracelular en el MLV renal y aumentó de 

forma significativa las corrientes de K+ en las células endoteliales renales. Las 

relajaciones sensibles a catalasa y la generación de ROS estimulada por la ACh en las 

arterias renales se redujeron mediante el bloqueo selectivo de las enzimas CYP. Las 

epoxigenasas CYP2C23 y CYP2C11 se expresaron y fueron co-localizadas con eNOS en 

el endotelio de las arteriolas y glomérulos renales, como fuentes de generación de H2O2 

en la pared vascular. 
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4.1.1 Papel del H2O2 en la vasodilatación endotelial renal 

El H2O2 está involucrado en la regulación metabólica del flujo sanguíneo 

coronario (Yada et al., 2003) y se libera del endotelio por flujo y agonistas (Matoba et 

al., 2003; Miura et al., 2003). En el presente estudio, las relajaciones dependientes del 

endotelio no-NO no-prostanoide fueron inhibidas por la catalasa en las arterias 

intrarrenales de rata sugiriendo la participación del H2O2 derivado del endotelio. 

Además, se demuestra que la ACh estimula la generación de H2O2 y bajas 

concentraciones de H2O2 exógeno relajan las arterias renales, simulando así la 

vasodilatación renal sensible a la catalasa. El H2O2 ha sido propuesto tanto como 

vasodilatador en las arteriolas aferentes renales de ratones (Li et al., 2016) y en las 

células del MLV renales humanas (Palen et al., 2006), como vasoconstrictor en las 

arterias principales renales de la rata (Gao & Lee, 2005). La capacidad del H2O2 para 

relajar o contraer un determinado lecho vascular se ha atribuido al tamaño arterial y al 

grado de despolarización arterial (Santiago et al., 2013). De acuerdo con esto, el 

aumento de K+ extracelular abolió el efecto relajante del H2O2 y lo convirtió en 

vasoconstricción en las pequeñas arterias interlobares renales de rata empleadas en el 

presente estudio. Los niveles basales de H2O2 medidos en las arterias aisladas fueron 

altos, aunque inferiores a los de la corteza renal que tiene mayor actividad metabólica. 

Curiosamente, la expresión de la catalasa, una enzima con tasas de recambio muy altas, 

fue proporcionalmente mucho menor en las arterias renales comparado con la corteza 

renal, lo que sugiere una expresión/actividad constitutiva menor de la catalasa, lo cual 

podría potenciar la actividad vasodilatadora del H2O2 liberado en la pared vascular 

renal. Por otro lado, las relajaciones endoteliales en respuesta a la ACh se redujeron por 

el ebselen mimético de GPx y la enzima reductora de H2O2 GPx-1 se expresó tanto en 

las arterias renales como en la corteza. La GPx-1 está presente en las células 

endoteliales vasculares y su expresión y actividad son reguladas al alza por el shear 

stress laminar (Takeshita et al., 2000). Dado que el H2O2 es liberado por flujo en las 

arteriolas coronarias  (Liu et al., 2003; Miura et al., 2003; Liu et al., 2011), los datos 

obtenidos con catalasa y GPx en las arterias intrarrenales refuerzan el concepto de que 

el H2O2 es un vasodilatador liberado del endotelio renal. 
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4.1.2 Mecanismos de las acciones vasculares renales del H2O2 

Las relajaciones dependientes del endotelio en arterias y arteriolas renales se 

han caracterizado durante mucho tiempo por poseer un componente hiperpolarizante 

predominante o respuesta de tipo EDH, inicialmente atribuido a factores difusibles 

como los iones K+ o metabolitos de las CYP liberados por el endotelio que directamente 

hiperpolarizan el MLV (Jiang & Dusting, 2001; Büssemaker et al., 2003). El H2O2 ha 

sido identificado como un EDHF transferible liberado por el flujo o agonistas que 

estimula los canales de K+ del MLV para inducir la hiperpolarización y la relajación en 

arteriolas mesentéricas y coronarias (Matoba et al., 2000; Miura et al., 2003; Shimokawa, 

2010; Liu et al., 2011; Zhang et al., 2012b). Nuestros datos demuestran que bajas 

concentraciones de H2O2 provocaron relajación de las arterias renales y disminución de 

la [Ca2+]i en el MLV renal. Además, se bloquearon las relajaciones inducidas por H2O2 

mediante el incremento de K+ extracelular, lo que sugiere que tiene lugar una 

hiperpolarización del MLV y apoya a los recientes estudios, los cuales muestran que el 

H2O2 relaja las arteriolas aferentes de ratón activando KCa y los canales de K+ (KV) 

activados por voltaje (Li et al., 2016). Sin embargo, la relajación inducida por el H2O2 

fue acompañada por un descenso de la [Ca2+]i siendo mayor el efecto relajante en las 

arterias renales, de acuerdo con los hallazgos en otros lechos arteriales en los que la 

estimulación endotelial liberó H2O2 e indujo relajaciones sensibles a la catalasa, pero el 

H2O2 no reprodujo la magnitud del efecto hiperpolarizante sobre el MLV provocado 

por los agonistas endoteliales (Chaytor et al., 2003). En el presente estudio, la relación 

entre las disminuciones de la [Ca2+]i en el MLV y la vasodilatación inducida por H2O2 

en arterias renales sugiere que además de los mecanismos hiperpolarizantes del MLV, 

los mecanismos de desensibilización al Ca2+ están implicados en el efecto relajante del 

H2O2. La contribución del H2O2 a la vasodilatación dependiente del EDHF se ha 

atribuido recientemente a la activación de la actividad catalítica de la proteína kinasa G 

(PKG) a través de la oxidación de la subunidad α1 (Burgoyne et al., 2007; Burgoyne et 

al., 2013). El H2O2 puede dilatar las arteriolas coronarias humanas por la activación de 

PKGα1 y posterior apertura de BKCa e hiperpolarización de las células del MLV (Liu et 

al., 2011; Zhang et al., 2012b). Sin embargo, además de su papel en la modulación de la 

apertura de los canales de K+, la PKG puede fosforilar eficazmente la subunidad 

objetivo miosina de la miosina fosfatasa proporcionando un mecanismo de 

desensibilización al Ca2+ y relajación del MLV (Wooldridge et al., 2004), lo que puede 
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explicar los mecanismos de desensibilización al Ca2+ inducidos por el H2O2 en el MLV 

renal hallados en nuestro estudio. La vasodilatación mediada por la EDH se consideró 

inicialmente como el resultado de un factor difusible liberado del endotelio que 

hiperpolarizaba y relajaba el MLV, pero a día de hoy se acepta su implicación en la 

propagación electrotónica de la hiperpolarización iniciada en las células endoteliales al 

MLV subyacente a través de las uniones gap mio-endoteliales  (Vanhoutte et al., 2009; 

Garland et al., 2011). En el presente estudio, se demuestra por primera vez que el H2O2 

liberado del endotelio renal por la ACh, juega un papel principal en la respuesta 

relajante EDH de las arterias renales, a través de un mecanismo que implica la 

estimulación de la actividad del canal de K+ en las células endoteliales renales. 

Recientemente hemos demostrado que la ACh activa los canales KCa de baja e 

intermedia conductancia en células aisladas frescas asociados a las relajaciones 

dependientes del endotelio sensibles a los inhibidores del canal KCa de baja e 

intermedia conductancia (Pinilla et al., 2016). Estudios previos sobre el papel del H2O2 

como EDHF en las arteriolas mesentéricas y coronarias ya sugirieron que el H2O2 

podría tener un efecto relevante en los canales de KCa en las células endoteliales, ya que 

las relajaciones inducidas por H2O2 eran sensibles a los inhibidores de los canales KCa 

de baja e intermedia conductancia en arterias con endotelio intacto (Miura et al., 2003), 

pero no en microvasos desprovistos de endotelio (Matoba et al., 2000). En el presente 

estudio demostramos que el H2O2 exógeno (10 μM) indujo una activación lenta, 

pronunciada y de larga duración de las mismas corrientes de KCa que las activadas por 

ACh en células endoteliales aisladas de arterias renales (Pinilla et al., 2016), lo que 

indica que el H2O2 liberado por la estimulación endotelial hiperpolariza las células 

endoteliales pudiendo de esta forma iniciar una respuesta vasodilatadora de EDH en 

las arterias renales, a través de un mecanismo que es distinto a su acción en el MLV. Se 

ha sugerido que la actividad del canal de K+ activada por Ca2+ endotelial promovida 

por H2O2 es secundaria a la amplificación de la entrada de Ca2+ o la movilización de 

Ca2+ a partir de los almacenes intracelulares en las células endoteliales (Edwards et al., 

2008; Ellinsworth et al., 2016). El H2O2 provoca la movilización de Ca2+ intracelular 

tanto en células endoteliales como de MLV a través de la oxidación de los receptores 

IP3 en el RE (Hu et al., 2000; Zheng & Shen, 2005; Trebak et al., 2010; Santiago et al., 

2015). Por otra parte, se ha descrito recientemente que los agonistas endoteliales 

inducen incrementos intracelulares de Ca2+ en las células endoteliales, que son 
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reducidos por la catalasa y potenciados por el H2O2 (Chidgey et al., 2016). En nuestro 

estudio, la depleción de las reservas de Ca2+ del RE por la inhibición de SERCA con 

CPA provocó una activación pronunciada de las corrientes de K+ en las células 

endoteliales renales aisladas, y su efecto no fue mayor tras el tratamiento combinado 

de CPA junto con H2O2, lo que sugiere un mecanismo común de acción para ambos 

compuestos y consolida el concepto de que el H2O2 moviliza los almacenes de Ca2+ del 

RE en las células endoteliales conduciendo a la estimulación de la actividad del canal 

KCa y la hiperpolarización de las células endoteliales renales (Edwards et al., 2008; 

Chidgey et al., 2016; Ellinsworth et al., 2016). 

4.1.3 La implicación del H2O2 derivado de la CYP en la vasodilatación 

dependiente del endotelio de las arterias renales 

Las células endoteliales pueden producir ROS a partir de un número de fuentes 

diferentes incluyendo la NADPH oxidasa, cadena de transporte de electrones 

mitocondrial, NOS desacoplada, CYP epoxigenasas, XO, COX y LOX. En las arterias 

renales, la COX-1 endotelial y COX-2 constitutiva son fuentes relevantes de ROS, es 

decir, de •O2‾, que contribuyen a las contracciones endoteliales en condiciones 

fisiológicas (Muñoz et al., 2015). El H2O2 se identificó inicialmente como un EDHF 

derivado de la eNOS en arteriolas mesentéricas de ratón, ya que la liberación de H2O2 

estimulada por ACh se inhibió en ratones en los que se había eliminado el gen de 

eNOS (Matoba et al., 2000). Sin embargo, los datos obtenidos en el presente estudio 

demuestran que en condiciones de inhibición de eNOS y COX, la ACh provocó 

relajaciones no prostanoides no-NO sensibles a catalasa y estimuló la generación de 

H2O2 en arterias renales, lo que sugiere una liberación de H2O2 independiente de la 

eNOS y COX. En el riñón, las enzimas Nox se distribuyen de forma regional, siendo 

Nox4 y también Nox2 las formas predominantes. La NADPH oxidasa, en particular 

Nox4, ha resultado ser una fuente importante de generación de ROS, estrés oxidativo y 

lesiones renales principalmente en condiciones patológicas como la nefropatía 

diabética y ERC (Sedeek et al., 2013; Sharma, 2016) y en las arterias renales de pacientes 

de edad avanzada (Schlüter et al., 2010). Aquí se demuestra que la NADPH oxidasa 

también puede ser una fuente de H2O2 vasodilatador en las arterias intrarrenales, como 

lo demuestran los efectos inhibitorios del inhibidor de la NADPH oxidasa apocinina en 

relajaciones inducidas por ACh y también en la actividad NADPH generadora de •O2‾ 
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y H2O2 en arterias renales en condiciones fisiológicas. Estos resultados están de 

acuerdo con lo obtenido en el corazón humano, donde la NADPH oxidasa es una 

fuente funcionalmente relevante de H2O2 implicado en las relajaciones derivadas del 

endotelio inducidas por su agonista de las arteriolas coronarias (Larsen et al., 2009), y 

con investigaciones recientes que muestran que la isoforma de Nox predominante en el 

riñón, Nox4, puede tener efectos potenciales beneficiosos sobre la función 

vasodilatadora (Ray et al., 2011). Se necesitan más estudios para evaluar el papel 

funcional específico de las diferentes isoformas de Nox en la función vasodilatadora 

renal. Las CYP epoxigenasas de las subfamilias CYP2J y CYP2C catalizan el 

metabolismo oxidativo del ácido araquidónico a EETs en diversos tipos de células, 

incluyendo las células renales epiteliales y endoteliales, y poseen poderosos efectos 

protectores vasodilatadores, proangiogénicos, antiapoptóticos y postiquemia en la 

vasculatura (Imig, 2013). Los EETs son liberados como EDHF transferibles que pueden 

actuar sobre las células del MLV para causar hiperpolarización y relajación o promover 

la actividad del canal de K+ activado por Ca2+ endotelial secundario a la amplificación 

de la entrada de Ca2+ extracelular en las células endoteliales y por lo tanto, favorecer 

las respuestas relajantes de tipo EDH (Campbell & Fleming, 2010; Ellinsworth et al., 

2016). En el riñón, los 11,12-EETs han sido involucrados en la dilatación de las 

arteriolas interlobulares y aferentes de rata (Imig et al., 1996b) y agonistas endoteliales 

estimularon la generación de EETs e indujeron relajaciones sensibles a inhibidores de 

epoxigenasas (Puntarulo & Cederbaum, 1998). En el presente estudio se demuestra la 

participación de las enzimas CYP2C en las respuestas vasodilatadoras dependientes 

del endotelio de las arterias interlobares renales de rata, ya que el inhibidor específico 

de la CYP2C9 sulfafenazol inhibió de forma significativa las relajaciones en respuesta a 

la ACh sensibles a catalasa, en condiciones de inhibición de la NOS y la COX, 

confirmando estudios recientes realizados en la circulación preglomerular (Imig et al., 

2001a). Curiosamente, la inhibición farmacológica de la enzima sEH, que rápidamente 

hidroliza los EETs a los metabolitos menos biológicos DHETE, aumentando así los 

niveles celulares de EETs y su actividad biológica (Fang et al., 2001; Imig & Hammock, 

2009), inhibió el componente relajante no-NO no-prostanoide de las respuestas a la 

ACh en las arterias renales de rata, en contraste con la potenciación esperada de las 

relajaciones renales mediadas por EETs sobre el bloqueo de la sEH. Los hallazgos del 

presente estudio sugieren un importante papel vasoconstrictor de los EETs endoteliales 
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derivados de las CYP en las arterias interlobares renales e indican la participación de 

un componente relajante endotelial no-EET derivado de las enzimas CYP2C. Las CYP 

epoxigenasas generan ROS como subproductos del metabolismo de los lípidos durante 

la producción de EETs. La CYP2C9 se considera como una EDHF sintasa y una fuente 

funcionalmente significativa de ROS en las arterias coronarias (Fisslthaler et al., 1999). 

Sin embargo, en arteriolas coronarias porcinas y arterias de pacientes con enfermedad 

coronaria, la actividad de la CYP2C generó principalmente niveles vasoconstrictores de 

•O2‾ con acción vasoconstrictora que reducen la vasodilatación mediada por NO in 

vitro, como se muestra por la potenciación en lugar de la inhibición de las relajaciones 

dependientes del endotelio inducidas por el inhibidor de la CYP2C9 sulfafenazol y por 

scavengers de •O2‾ (Fleming et al., 2001; Zhou et al., 2012). Curiosamente, en el presente 

estudio se demuestra que la CYP2C es una fuente funcionalmente significativa de ROS 

endoteliales relajantes, es decir, de H2O2 en las arterias interlobares renales. En primer 

lugar, la ACh estimuló la liberación de •O2‾ y H2O2 que fue bloqueada por 

sulfafenazol, junto con la inhibición de las relajaciones endoteliales inducidas por ACh. 

Además, la generación de H2O2 dependiente de NADPH fue parcialmente inhibida por 

el sulfafenazol en las arterias interlobares renales, lo que concuerda con el hecho de 

que la actividad enzimática CYP que genera EETs y 20-HETE completamente 

dependiente de la adición exógena de NADPH en microvasos renales y mesentéricos 

(Zhao et al., 2005). Estos hallazgos, junto con el efecto relajante de concentraciones 

bajas de H2O2 y el efecto inhibitorio de la catalasa sobre las relajaciones de ACh 

sugieren que las isoenzimas endoteliales de CYP2C son las principales fuentes de H2O2 

vasodilatador en las arterias renales de rata. En apoyo de nuestros resultados 

funcionales, los datos inmunohistoquímicos del presente estudio proporcionaron una 

evidencia directa de una distribución abundante y diferencial de isoenzimas de CYP2C 

en los glomérulos y en arteriolas interlobares y preglomerulares renales de rata. De 

acuerdo con estudios anteriores, la CYP2C23 fue la isoenzima CYP más abundante en 

la corteza renal (Dey et al., 2004b), mientras que la CYP2C11 fue predominante en las 

arterias interlobares renales. En ambos casos, las CYP epoxigenasas se colocalizaron 

con la eNOS en el endotelio glomerular y arterial confirmando un papel funcional para 

las enzimas CYP como sintasas del H2O2 vasodilatador. El hecho de que la actividad de 

la CYP epoxigensa generadora de ROS prevalezaca funcionalmente el H2O2 

vasodilatador sobre el •O2‾ vasoconstrictor en las arterias renales in vitro es probable 
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que esté relacionado con la elevada actividad de la SOD en el tejido arterial renal 

responsable de la dismutación enzimática de •O2‾ a H2O2. De las isoformas de SOD, 

CuZn-SOD representa hasta el 80% de la actividad total de SOD en el riñón de 

mamíferos (Marklund, 1984). Los niveles de expresión de la proteína de la CuZn-SOD 

citosólica fueron similares en las arterias renales y en la corteza renal metabólicamente 

más activa. De hecho, en el estudio inicial de Morikawa (Morikawa et al., 2003) en el 

que se consideró al H2O2 como EDHF, la CuZn-SOD fue considerada como una "EDHF 

sintasa" ya que la producción de H2O2 endotelial y las relajaciones e 

hiperpolarizaciones dependientes de endotelio sensibles a la catalasa se redujeron 

significativamente en ratones CuZn-SOD-/ -. 

4.2 PAPEL DEL ESTRÉS OXIDATIVO EN LA DISFUNCIÓN 

EDOTELIAL ASOCIADA A LA OBESIDAD 

La obesidad y el síndrome metabólico han sido identificados como fuertes 

predictores de la ERC independientemente de las comorbilidades asociadas como la 

hipertensión o la diabetes. Parte de los objetivos del presente estudio estuvieron 

destinados a evaluar el papel de la COX-2 y las ROS en la disfunción vascular renal en 

la obesidad. Nuestros resultados demuestran que la disfunción endotelial de las 

arterias interlobares es atribuible al incremento de la vasoconstricción dependiente del 

endotelio mediada por ROS derivados de la COX en un modelo experimental de rata 

de obesidad genética. La inhibición de la COX-2 redujo la producción basal y 

estimulada de ROS y restauró las respuestas vasodilatadoras endoteliales.  

4.2.1 Disfunción endotelial renal y fuentes de estrés oxidativo en la 

obesidad genética 

Las relajaciones dependientes del endotelio a la ACh se redujeron en las arterias 

interlobares renales de RZO en comparación con RZL, lo que indica disfunción 

endotelial y apoya los hallazgos anteriores en la microcirculación renal de ratas con 

obesidad tanto genética RZO (Hayashi et al., 2002) como inducida por dieta 

(Elmarakby & Imig, 2010), donde las respuestas vasodilatadoras a la ACh se inhibieron 

en arteriolas aferentes renales. Estas observaciones sugieren que el deterioro de la 

función endotelial de las arterias interlobares preglomerulares, como se muestra en el 
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presente estudio, puede reflejar la disfunción vascular de la microcirculación 

glomerular (Hayashi et al., 2002; Elmarakby & Imig, 2010). Actualmente está bien 

establecido que el estrés oxidativo vascular es una causa principal de la inactivación 

del NO y de la disfunción endotelial en los estados de resistencia a la insulina de 

obesidad y diabetes. Se ha descrito que el estrés oxidativo subyace a la lesión renal en 

los modelos de obesidad genética e inducida por dieta (Dey et al., 2004a; Ebenezer et 

al., 2009), donde el tratamiento con los scavengers de radicales libres disminuyó la 

inflamación y mejoró las alteraciones funcionales (aumento de la excreción urinaria de 

albúmina) y estructurales renales (Ebenezer et al., 2009). El presente estudio demuestra 

que la inhibición de las respuestas vasodilatadoras a la ACh en las arterias interlobares 

renales, en parte debido a la disminución de las relajaciones mediadas por NO, se 

asociaron con un aumento de la producción de ROS vascular en paralelo con niveles 

más altos de estrés oxidativo en la corteza renal de ratas obesas. Tanto la NADPH 

oxidasa como la XO fueron identificadas como fuentes de la generación incrementada 

de •O2‾ en las arterias renales de RZO, como se muestra por el efecto inhibidor de la 

apocinina y el alopurinol sobre la generación basal de ROS. El aumento en la actividad 

de NADPH endotelial (Galili et al., 2007; Silver et al., 2007; Sánchez et al., 2012; Prieto 

et al., 2013;) y XO (Erdei et al., 2006) ha sido implicado anteriormente en el estrés 

oxidativo vascular y la disfunción endotelial en arterias de animales obesos y en células 

endoteliales de individuos obesos. Es interesante señalar que la eNOS desacoplada, 

probablemente como resultado de altos niveles de ONOO‾ formado por el estrés 

oxidativo inicial, también está implicada en la generación aumentada de ROS de 

arterias interlobares renales de RZO, ya que el bloqueo de NOS redujo en gran medida 

el estrés oxidativo renal en ratas obesas. Estos hallazgos confirman los datos de un 

estudio reciente que muestra que la dimerización de la eNOS glomerular, indicativa 

del desacoplamiento de la misma, está alterada en ratones db/db, un modelo de 

diabetes tipo 2, y la suplementación con el cofactor BH4 de la NOS corrigió la 

dimerización de la eNOS y mejoró las anomalías estructurales y funcionales 

glomerulares (Cheng et al., 2012b). 
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4.2.2 Papel de la COX-2 en el estrés oxidativo y la disfunción endotelial 

renal 

Las interacciones entre la actividad de las ROS y COX en la disfunción vascular 

están bien establecidas y el estrés oxidativo aumenta la expresión y la actividad de la 

COX-1 y COX-2 en las arterias de ratas de edad avanzada, diabéticas e hipertensas (Shi 

& Vanhoutte, 2008; Shi et al., 2008; Wong et al., 2010a; Tian et al., 2012; Martínez-

Revelles et al., 2013). El incremento en la expresión de la COX-2 y otros marcadores 

inflamatorios junto con el NFκB sensible a redox fueron determinados en la corteza 

renal de ratas obesas inducidas por dieta asociadas con disfunción endotelial de 

arteriolas glomerulares (Elmarakby & Imig, 2010). En el presente estudio, la expresión 

vascular de la COX-2 se incrementó en las arterias interlobares renales y aumentó la 

vasoconstricción mediada por la COX-2 inhibiendo las respuestas vasodilatadoras 

endoteliales a la ACh en ratas obesas. Sin embargo, la COX-1 y COX-2 se expresan 

constitutivamente en el riñón y los metabolitos de ambas isoenzimas también están 

involucrados en la regulación fisiológica del FSR (Imig, 2006; Qi et al., 2006; Hao & 

Breyer, 2008). En el presente estudio, la COX-1 y la COX-2 se localizaron en el 

endotelio de las arterias interlobares y la inhibición de estas isoenzimas aumentó 

ligeramente las relajaciones inducidas por la ACh en la RZL, lo que sugiere que los 

prostanoides vasoconstrictores derivados de COX-1 y COX-2 modulan las respuestas 

vasodilatadoras endoteliales en arterias sanas. Curiosamente, apenas se observaron 

cambios en la expresión moderada de la COX-1 en las arterias renales con respecto a 

las ratas obesas, en línea con los resultados anteriores en la corteza renal de RZO (Dey 

et al., 2004a)  y en modelos experimentales de diabetes tipo 1 y 2 (Komers et al., 2001; 

Cheng et al., 2002; Imig, 2006). Por otro lado, la expresión aumentada de la COX-2 en 

ambos tejidos endotelio y MLV se asoció con la disfunción endotelial en las arterias 

interlobares de RZO. La indometacina y la inhibición selectiva de la COX-2 restauraron 

las relajaciones dependientes del endotelio, lo que sugiere que los metabolitos 

vasoconstrictores derivados de COX-2 contribuyen a la disfunción endotelial renal en 

ratas obesas. El aumento de la vasoconstricción renal mediada por COX-2, se confirmó 

adicionalmente en las arterias interlobares intactas, en las que el bloqueo de la NOS 

desenmascaró las contracciones en respuesta a la ACh apenas detectables en animales 

control siendo suprimidas por el inhibidor de la COX-2 NS-398. Los presentes 

hallazgos están en consonancia con el aumento de las respuestas a ácido araquidónico 



DISCUSIÓN 

 

147 

vasoconstrictoras renales mediadas por COX-2 (Quilley & Chen, 2003) y con el 

incrememto de la FGR (Komers et al., 2001), junto con el aumento de la expresión de 

COX-2 en la corteza renal del riñón perfundido de ratas diabéticas de tipo 1. En estos 

trabajos, los inhibidores de la COX-2 mejoraron el FSR y atenuaron la hiperfiltración, 

redujeron la proteinuria y la inflamación, y mejoraron las alteraciones estructurales 

renales (Komers et al., 2001; J Quilley et al., 2011), como también se observó en RZO 

tratadas con rofecoxib (Dey et al., 2004a). En el presente estudio, el bloqueo de los 

receptores TP mejoró las respuestas relajantes a la ACh en las arterias renales de RZO 

pero no de RZL, lo que indica un papel de los receptores TXA2/PGH2 en el aumento de 

la vasoconstricción endotelial mediada por COX-2 de RZO. Estos resultados serían 

consistentes con el aumento de la producción de TXA2 renal asociada con el aumento 

de la expresión de COX-2 observado en ratas obesas y diabéticas de tipo 2 (Okumura et 

al., 2000; Dey et al., 2004a; Dey et al., 2004b; Komers et al., 2005). Sin embargo, debe 

tenerse en cuenta la participación de los prostanoides contráctiles distintos a TXA2, ya 

que el tratamiento con el inhibidor COX-2 rofecoxib reduce en gran medida la 

excreción urinaria de los metabolitos PGF2α y PGI2 en la RZO, lo que sugiere que la 

COX-2 contribuye principalmente a los niveles de PGF2α y PGI2 en el riñón de ratas 

obesas (Dey et al., 2004a). Por otra parte, la PGF2α derivada de COX-2 ha sido 

implicada recientemente en la disfunción endotelial de las arterias renales de ratas con 

hipertensión reno-vascular (Tian et al., 2012). La PGI2 juega un papel clave en el 

mantenimiento del FSR y la supresión de la PGIS se asocia con daño isquémico renal 

(Yokoyama et al., 2002). Los presentes hallazgos demuestran que la PGI2 relajante 

liberada basalmente está involucrada en el mantenimiento del tono arterial renal, como 

se deduce de la vasoconstricción inducida por el bloqueo selectivo de los receptores IP 

con CAY10441 en arterias interlobares renales intactas de RZL. Esta contracción se vio 

disminuida en las arterias de ratas obesas, lo que indica que la influencia de la PGI2 

relajante en la modulación en el tono vascular renal está reducida. Por otra parte, 

además de actuar sobre los receptores IP del MLV para inducir la vasodilatación y 

proteger la pared arterial, la PGI2 también puede activar los receptores TP del MLV en 

condiciones de disfunción vascular debido a la producción excesiva de PGI2 y/o 

defecto en los receptores IP (Gluais et al., 2005; Vanhoutte, 2011). Sin embargo, los 

receptores IP y TP del MLV pueden modular concomitantemente las respuestas 

vasculares de PGI2 también en arterias sanas con receptores IP cuya función se 
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encuentra limitada. En las arterias interlobulares porcinas, la síntesis de PGI2 endotelial 

mediada por COX-1 es responsable de la actividad vasoconstrictora dependiente del 

endotelio provocada por agonistas (Liu et al., 2012c, Liu et al., 2013b). De acuerdo con 

lo mencionado anteriormente, el bloqueo de los receptores TP desenmascaró un 

componente de las respuestas relajantes a la ACh mediado por IP en las arterias renales 

de RZL pero no de RZO, lo que sugiere que la PGI2 puede actuar como vasoconstrictor 

y vasodilatador a través de los receptores TP e IP, respectivamente, en arterias 

interlobares de rata sana. En las arterias de animales obesos, el componente relajante 

mediado por IP se redujo y el antagonismo del receptor IP no alteró las relajaciones 

endoteliales inducidas por ACh en condiciones de inhibición del receptor TP. Por lo 

tanto, nuestros resultados proponen que el aumento de los niveles de PGI2 derivados 

de la COX-2 observados en el riñón de RZO (Dey et al., 2004a) también podrían 

participar en el incremento de la vasoconstricción renal mediada por COX-2 a través de 

los receptores TP y, por tanto, contribuir a la disfunción endotelial en ratas obesas. 

Además, en el presente estudio se demuestra que la influencia relajante basal de la 

PGI2 sobre el FSR se reduce en RZO, lo que podría contribuir a la lesión renal en la 

obesidad. Tanto la COX-1 como la COX-2 están involucradas significativamente en la 

producción basal de PGI2 en la corteza renal y la médula, respectivamente (Qi et al., 

2006). En el presente estudio, la expresión constitutiva de ambas isoenzimas en el 

endotelio de las arterias renales y el efecto inhibitorio de los antagonistas selectivos de 

COX-1 y COX-2 sobre las relajaciones a la ACh sugieren que los prostanoides 

endoteliales relajantes, es decir, la PGI2, pueden derivar de la vía de COX -1 y COX-2. 

La obesidad atenúa dichas relajaciones. Se ha planteado que la PGI2 derivada de la 

COX-2 tiene un papel protector en condiciones aterogénicas (Egan et al., 2004) y 

también protege la función endotelial en la diabetes (Szerafin et al., 2006), la obesidad 

(Sánchez et al., 2010b) y la hiperlipidemia (Gendron et al., 2007) para compensar la 

pérdida de NO debido al estrés oxidativo. Por otra parte, la inhibición selectiva de la 

COX-2 redujo el flujo sanguíneo glomerular y renal en voluntarios o pacientes con 

estrés fisiológico (Hao & Breyer, 2008) y los inhibidores de la COX-2 aumentaron la 

incidencia de eventos hemodinámicos renales, lo que pone de manifiesto la 

importancia de la COX-2 constitutiva en la hemodinámica renal (Imig, 2006; Harris, 

2008). Los datos actuales sugieren, sin embargo, que la influencia relajante COX-2 

endotelial, probablemente mediada por PGI2, se reduce ya que la PGI2 actúa 
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principalmente a través de los receptores TP y la inhibición de la COX-2 disminuye la 

vasoconstricción derivada del endotelio en las arterias renales de RZO. Estas 

observaciones concuerdan con los efectos beneficiosos de los inhibidores de la COX-2 

en la hemodinámica renal y lesión renal en RZO y en ratas diabéticas (Okumura et al., 

2000; Komers et al., 2001; Dey et al., 2004a). Los presentes resultados demuestran 

además que el aumento de las respuestas contráctiles dependientes de COX-2 renales y 

la disfunción endotelial renal en ratas obesas se asociaron con el incremento de la 

generación de ROS mediada por COX-2. Por lo tanto, las contracciones inducidas por 

ACh fueron reducidas por el tempol como scavenger de •O2‾ y la ACh estimuló la 

producción de •O2‾ que fue mayor en las arterias interlobares de ratas obesas y 

revertida por la inhibición de la COX-2. Además, la COX-2 también participó en el 

aumento de la producción de •O2‾ basal de las arterias renales de RZO, lo que 

demuestra que la COX-2 contribuye directamente al estrés oxidativo vascular en el 

riñón de ratas obesas y confirma datos anteriores que muestran que el tratamiento con 

el inhibidor de la COX-2 rofecoxib redujo significativamente el incremento de la 

excreción urinaria del marcador de estrés oxidativo 8-isoprostano (Dey et al., 2004a). 

Por lo tanto, nuestros resultados demuestran que la COX-2 representa una fuente 

importante de generación de ROS y disfunción endotelial en arterias interlobares 

renales de ratas obesas, lo que confirma hallazgos recientes en arterias renales (Wong 

et al., 2010a; Tian et al., 2012) y también de resistencia (Martínez-Revelles et al., 2013; 

Virdis et al., 2013) de modelos de rata y pacientes hipertensos, y sugiere que la 

generación de ROS mediada por COX-2 es un mecanismo común de disfunción 

endotelial en situaciones de inflamación vascular en estados de resistencia a la insulina. 

Aunque la expresión de COX-1 se mantuvo sin cambios o incluso disminuyó en la 

corteza renal de ratas Zucker obesas (Dey et al., 2004a), el presente estudio también 

muestra una participación de la COX-1 en el incremento basal y estimulado de la 

generación de ROS de arterias interlobares renales de ratas obesas. Esto podría 

atribuirse a las interacciones COX-1-COX-2 cuando estas isoenzimas se coexpresan 

juntas en una célula individual, mediante la formación de heterodímeros funcionales 

que pueden favorecer la actividad biosintética de la COX-1 (Yu et al., 2006). La COX-2 

aumenta durante la lesión renal y los presentes resultados demuestran que el estrés 

oxidativo está implicado en la actividad aumentada de la COX-2 de las arterias renales 

en la obesidad, lo que a su vez incrementa la generación de ROS y conduce a 
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disfunción vascular. Por lo tanto, el agente generador de ROS, el H2O2, indujo 

vasoconstricción renal y aumento de la producción de •O2‾, siendo ambos efectos 

inhibidos por el NS-398, inhibidor de la COX-2, lo que está de acuerdo con estudios 

recientes en arterias renales (Tian et al., 2012) y también en arterias de conductancia y 

resistencia de modelos de hipertensión renal (Wong et al., 2010; Martínez-Revelles et 

al., 2013) y animales diabéticos (Shi & Vanhoutte, 2008). Estos estudios demuestran que 

el estrés oxidativo no sólo aumenta la actividad de la COX-2, sino que también es un 

regulador de la expresión de la COX-2 responsable de la disfunción endotelial (Shi & 

Vanhoutte, 2008; Wong et al., 2010; Tian et al., 2012). Por otro lado, los presentes 

resultados sugieren que la COX-2 en el MLV renal contribuye a la vasoconstricción 

aumentada en ratas obesas. Así, la retirada del endotelio inhibió las contracciones 

inducidas por H2O2 sensibles a COX-2 en las arterias de animales control, lo que indica 

que la COX-2 endotelial participa en la vasoconstricción en parte a través de la 

generación de ROS. Sin embargo, la vasoconstricción mediada por la COX-2 persistió 

en las arterias renales endoteliales de ratas obesas desprovistas de endotelio, en 

asociación con la regulación al alza de la COX-2 en el MLV y la producción aumentada 

de ROS sensible a la inhibición de la COX-2 en las arterias renales y en la corteza. Por 

ello, la expresión incrementada de COX-2 en el MLV juega un papel clave en el estrés 

oxidativo, vasoconstricción aumentada  y disfunción vascular de las arterias renales en 

la obesidad, como se ha observado en modelos experimentales de hipertensión y 

diabetes (Shi & Vanhoutte, 2008; Wong et al., 2010; Tian et al., 2012).  

En resumen, los resultados del presente estudio ofrecen una nueva perspectiva 

sobre el papel de la COX-2 y el estrés oxidativo en la patogénesis de la disfunción 

vascular renal en un modelo de rata de obesidad genética, lo que podría contribuir a la 

insuficiencia renal asociada a la obesidad. La vasoconstricción incrementada mediada 

por COX-2 y los efectos vasodilatadores reducidos de la PGI2 derivada de COX-2 son 

confirmados como causas de la disfunción endotelial renal en ratas obesas, 

proporcionando información sobre el papel protector de los inhibidores de la COX-2 en 

el riñón en obesidad y diabetes. El hecho de que el estrés oxidativo vascular ha sido 

identificado como un factor clave en la regulación de la actividad de la COX-2 y 

también como un desencadenante del mecanismo en la disfunción endotelial renal 

inducida por la COX-2 de ratas obesas sugiere mecanismos patógenos comunes en la 

pared vascular en la obesidad, la diabetes y la hipertensión. Sin embargo, las 
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características específicas del metabolismo de COX y ROS en los diferentes lechos 

vasculares deben ser evaluadas y tenidas en cuenta a la hora de diseñar nuevos 

enfoques terapéuticos para la disfunción vascular y la inflamación en estados de 

resistencia a la insulina. 
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En el presente trabajo de Tesis Doctoral, se han valorado el papel de las ROS en 

la función endotelial renal en condiciones fisiológicas, así como las alteraciones en su 

metabolismo y el papel del estrés oxidativo en la disfunción endotelial asociada a la 

obesidad.  

De los resultados obtenidos, se pueden deducir las siguientes conclusiones:  

1. El H2O2 es un mediador endotelial fisiológico implicado en las respuestas 

vasodilatadoras EDH de las arterias renales. 

 

2. El H2O2 activa corrientes de K+ en las células endoteliales renales que 

iniciarían una respuesta tipo EDH en el endotelio. 

 

3. El H2O2 relaja el MLV a través de mecanismos tanto dependientes como 

independientes de las variaciones del Ca2+ intracelular. 

 

4. Las fuentes de generación de H2O2 en el endotelio renal incluyen las CYP2C 

epoxigenasas y las NADPH oxidasas. 

 

5. Las arterias intrarrenales presentan disfunción endotelial en animales 

obesos asociada a un incremento de los niveles de estrés oxidativo y 

producción de ROS derivadas de NADPH oxidasas, XO y eNOS 

desacoplada. 

 

6. La regulación al alza de la expresión de la COX-2 tanto en el endotelio como 

en el MLV de las arterias intrarrenales está asociada con un incremento de la 

vasoconstricción renal y con la inhibición de las respuestas relajantes de la 

PGI2 mediadas por COX-2, siendo causas de la disfunción endotelial renal 

en las ratas obesas. 

 

7. El incremento en la expresión de la COX-2 se asocia con la producción 

incrementada de ROS, contribuyendo el superóxido derivado de la COX-2 a 
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la vasoconstricción aumentada y a la disfunción endotelial en arterias 

renales de animales obesos. 

 

8. La exposición aguda a altas concentraciones de oxidantes como el H2O2, 

incrementa la actividad productora de ROS y vasoconstricción dependientes 

de la COX-2 contribuyendo así a la disfunción endotelial renal. 

 

CONCLUSIÓN FINAL 

La evidencia experimental en los últimos años demuestra que las ROS no 

solamente están implicadas en la patogénesis de la enfermedad vascular mediada por 

el estrés oxidativo, sino que también pueden jugar un papel funcional en la regulación 

metabólica del flujo sanguíneo. En el presente trabajo de Tesis Doctoral, se identifica 

por primera vez el H2O2 como mediador endotelial de las respuestas relajantes del tipo 

EDH de las arterias renales y será interesante, en estudios futuros, investigar el papel 

del H2O2 en el acoplamiento del flujo sanguíneo a la actividad metabólica renal. Por 

otra parte, nuestro trabajo demuestra el papel esencial del estrés oxidativo derivado de 

la COX-2 en la patogénesis de la disfunción endotelial renal asociada a la obesidad, lo 

que posiblemente contribuye a la lesión renal en dichas circunstancias. Estudios 

recientes demuestran que la lesión renal en el riñón diabético está asociada con un 

descenso en los niveles de H2O2, lo que resalta la necesidad de valorar las 

consecuencias funcionales de esta reducción de H2O2 en la hemodinámica renal y 

revisar los esfuerzos de las terapias antioxidantes para la enfermedad renal asociada a 

diabetes y a otros estados de resistencia a la insulina como la obesidad. 
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Figura 9. Mecanismos propuestos para papel de las ROS en la función vascular renal.
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Figura 10. Mecanismos propuestos para la disfunción endotelial renal inducida por la 

COX-2 y ROS en la obesidad. 
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