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MECANISMOS DE RENOPROTECCION EN LA PROGRESION A
ENFERMEDAD RENAL CRONICA INDUCIDOS POR UN EPISODIO DE

ISQUEMIA/REPERFUSION EN RATAS HEMBRAS

INTRODUCCION

El rifién es un organo de estructura compleja adaptada a varias funciones biologicas
esenciales. La estructura renal contiene a niveles macro y microscopico organizaciones
morfoldgicas altamente diferenciadas que vienen determinadas por su funcién. A groso
modo el rifidén consta de la corteza, la médula y de una pelvis que se conecta con el uréter.
La médula se divide en interna y externa. La arteria renal penetra el rifion al lado del uréter

. , . . 1.2
bifurcandose hasta formar la arteriola aferente que conduce a la red capilar glomerular. .
Las funciones del rifion son:

1. Depurar de la sangre los productos de desecho generados por el organismo, evitando

la intoxicacion por uremia.

2. Excretar mediante la orina la misma cantidad de agua, sodio, cloro, potasio, calcio y

magnesio que se han ingerido, con la finalidad de mantener el balance.
3. Fabricar el bicarbonato que se destruye cada dia con la dieta.

4. Fabricar las hormonas renales: eritropoyetina, renina y 1,250H,D; (metabolito

activo de la vitamina D).

Para llevar a cabo estas funciones, el rifion esta organizado en un millon de unidades

funcionales denominadas nefronas °.



La nefrona estd funcionalmente subdividida en una unidad de filtracion llamada
corpusculo renal o glomérulo y un compartimento de reabsorcion tubular segmentado. El
glomérulo estd formado por cuatro diferentes tipos celulares: células endoteliales
glomerulares, podocitos, células mesangiales y células epiteliales parietales. La matriz
extracelular que comparten los podocitos y las células endoteliales se denomina membrana
basal glomerular, que junto con estas células constituyen las tres capas distintivas de la
barrera de filtracion glomerular. El mesangio proporciona un soporte al sistema vascular
glomerular y las células epiteliales que forman la capsula de Bowman. El filtrado urinario
primario se colecta en la capsula de Bowman y se vacia a través de una serie de tibulos
epiteliales conectados que inician desde los tubulos proximales, el asa de Henle, los tibulos
distales y finalmente un tabulo colector. Los tubulos de las nefronas y el tubulo colector
expresan varios canales ionicos y de agua, asi como transportadores que ayudan a
concentrar y ajustar la composicion del filtrado urinario por reabsorcion y secrecion. Este
ultimo paso es vital para la conservacion de fluidos, mantenimiento del balance electrolitico
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y reabsorcion de glucosa ~.

La lesion renal aguda (LRA)

La lesion renal aguda es un sindrome que se desarrolla por la reduccion transitoria
del flujo sangineo renal, lo que ocasiona un aumento repentino en la concentracion de
creatinina en suero y que es a menudo acompafiada por la disminucion en el volumen de
orina. La LRA se caracteriza por dafio al epitelio tubular renal, inflamacién y disfuncion

vascular. El dafio y la muerte de las células tubulares son consideradas los factores



precipitantes en la LRA, ademads la regeneracion y reparacion tubular son considerados los

principales eventos en la recuperacion del rifion después del dafio °

La LRA es un sindrome de etiologia multifactorial y clinicamente se divide en pre-
renal, renal y post-renal. La forma prerenal esta caracterizada por un decremento de la tasa
de filtracion glomerular (TFG) lo cual disminuye la presion de perfusion renal sin dafio al
parénquima renal; las principales causas son hipovolemia por diarrea, hipotension, vomito,
hemorragias, quemaduras, sudoracidon excesiva, poca ingesta oral, diuresis, disminucion de
la resistencia vascular y vasoconstriccion renal. Las causas de LRA postrenal estan
caracterizadas por obstruccion aguda del flujo urinario. La obstruccion del tracto urinario
aumenta la presion intratubular y por lo tanto disminuye la tasa de filtrado glomerular. Las
causas de LRA postrenal incluyen hiperplasia prostatica benigna y céncer de prostata en
hombres; canceres ginecoldgicos, especialmente cancer cervical en mujeres; fibrosis
retroperitoneal, calculos uretrales, necrosis papilar, vejiga neurogénica y obstruccion
intratubular por precipitacion de diversas sustancias. Las causas renales de LRA son
dificiles de clasificar, ya que existe una amplia variedad de alteraciones que pueden ocurrir
al rindn; pero para facilitar su comprension se dividen en las 4 principales estructuras del

rifion que pueden ser afectadas:

1) Dafio al epitelio tubular: Se denomina necrosis tubular aguda a la LRA que resulta del

dano a los tiibulos. Las dos causas principales son por isquemia y nefrotoxicidad.

2) Dano glomerular: ocurre en severos casos de glomerulonefritis (GN) aguda, que se
puede generar en casos de GN idiopatica de rapida progresion o como parte de una
enfermedad sistémica como lupus eritematoso sistémico, endocarditis bacteriana o

granulomatosis de Wegener.



3) Daio intersticial: por nefritis intersticial aguda por reacciones alérgicas a una variedad
de medicamentos (por lo general antibidticos como penicilinas, cefalosporinas o

sulfonamidas) o una infecccion (bacterianas o virales).

4) El dafio vascular ocurre debido a que en los vasos intrarenales disminuye la perfusion
renal y disminuye la tasa de filtracion glomerular. Las causas del dafo vascular renal
incluyen hipertension maligna, enfermedad arteroembolica, preecampsia/eclampsia, y

’ I oo , . ;- , L. 6
sindrome hemolitico urémico/ptirpura trombocitopénica trombdtica °.

La prevalencia de LRA esta en aumento en paises de alto y bajo ingreso econémico
y se asocia con aumento de la morbilidad y la mortalidad. Estudios recientes reportan a la
LRA entre el 3 y 9% de las admisiones en hospitales, con una mortalidad del 20% al 50%
en unidades de cuidados intensivos (UCI). La mortalidad a largo plazo para aquellos que
sobreviven el periodo de hospitalzacion también aumenta hasta 1.4 veces, siendo mas
elevado si la LRA fue mas severa. Los casos de LRA que requieren terapia de reemplazo
renal ocurre en un 5.6% en la UCI, con un elevado grado de mortalidad de hasta un 60%.
Se estima que alrededor de dos millones de personas mueren por LRA cada afio y los
pacientes que sobreviven tienen un riesgo mayor para desarrollar Enfermedad Renal

Lo 78
Cronica ”

Fisiopatologia de la LRA

En la LRA se produce un decremento rapido de la tasa de filtracion glomerular
debido a una disminucion de flujo sanguineo renal; la inflamacion representa un
componente importante que extiende la fase de dafio. El dafo renal se basa en la existencia

de una deficiencia energética en los segmentos de la nefrona con gran actividad metabdlica



(tabulos proximales y la parte ascendente gruesa del asa de henle), lo que genera dafio

renal. La recuperacion del daino es mediada por el grado de células que pueden restaurar la

funcion normal y promover la regeneracion. El éxito de recuperacion de la LRA depende

del grado con el cual este proceso de reparacion se lleve a cabo de manera adecuada.

Clinicamente la LRA se puede dividir en 4 fases: iniciacidon, extension, mantenimiento y

recuperacion.

1)

2)

Iniciacién: Se inducen varias alteraciones estructurales y funcionales en las células
epiteliales del tibulo proximal que se relaciona con una disrupcion de los filamentos
de actina. La extension de estas alteraciones depende de la severidad del dafio.
Ademas existe un dafio isquémico a las células del musculo liso vascular y células
endoteliales lo que contribuye a las anormalidades estructurales que se observan en
la vasculatura renal durante la LRA. La activacion de las células endoteliales y
epiteliales produce una liberacion de diversas citocinas y quimiocinas que inician la

cascada inflamatoria.

Extensidn: La hipoxia se mantiene por un mayor tiempo debido no solo al evento
isquémico inicial, sino también por la respuesta inflamatoria. En esta fase las células
vasculares endoteliales juegan un rol importante en el mantenimiento de la isquemia
de las células epiteliales del tibulo renal, asi como de la inflamacion. Las células
continuan bajo dafio y muerte tanto por necrosis como por apoptosis, principalmente
en la médula externa. En contraste, las células del tabulo proximal en la corteza
externa se reparan y mejoran morfolégicamente. Existe una continua produccion y
liberacion de citocinas y quimiocinas que posteriormente potenciaran la cascada

inflamatoria.



3)

4)

Mantenimiento: Las células sufren reparacion, migracion, apoptosis y proliferacion
con el fin de restablecer y mantener la integridad celular y tubular. Cuando el FSR
se normaliza, las células epiteliales restablecen la homeostasis intracelular e

intercelular.

Recuperacion: La diferenciacion celular continua la polaridad epitelial se restablece

y las funciones celulares y orgénicas regresan a la normalidad **'°.

Figura 1. Caracteristicas fisiopatologicas de la LRA que llevan a ERC. La arquitectura del tejido
renal normal comparada con la del tejido lesionado tras un episodio de insuficiencia renal aguda. El
tejido lesionado muestra alteracion de la arquitectura del tejido y la estructura celular, incluyendo
cambios en el borde en cepillo. Una variedad de procesos patologicos se inicia en las células dafiadas
y en regeneracion, incluyendo arresto prematuro del ciclo celular, activacion de miofibroblastos y
fibrocitos, infiltracion de macrofagos y fibrosis. El destino de la célula, asi como del microambiente
y organos, depende del balance entre los resultados de la reparaciéon y las vias de regeneracion,
incluyendo la apoptosis, la desdiferenciacion, la actividad proinflammatoria y antiinflamatoria,
cambios epigenéticos y profibroticos. Estos procesos pueden ocurrir de manera diferencial en
conjuntos celulares heterogéneos en el microambiente del rifion. La desregulacion cronica de estos
factores en el tiempo y sus interacciones determinan el grado de respuestas fibréticas y la funcion del

organo.



Figura 1. Caracteristicas fisiopatologicas de la LRA que llevan a ERC.

Tomado de Chawla et al. 2014



La Lesion Renal Aguda como un factor de riesgo para la transicion a Enfermedad

Renal Cronica (ERC)

Los mecanismos por los que se da la transicion de la LRA a ERC atn no estan
completamente dilucidados. Estudios en animales sugieren varios procesos causales:
desordenes de regeneracion, reparacion ineficiente, o ambos. El curso de la enfermedad renal
después de un periodo de LRA estd determinado por la disminucion de la TFG, la
reversibilidad del dafio y el balance temporal entre los eficientes o ineficientes mecanismos
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de reparacion y regeneracion .

Anteriormente se pensaba que aquellas personas que habian sufrido un episodio de
LRA no experimentaban consecuencias posteriores en la estructura y funcion renal, sin
embargo, estudios epidemioldgicos recientes con pacientes que han sufrido periodos de LRA,
demuestran que esto no ocurre asi '>. Por ejemplo, en una cohorte de pacientes que
desarrollaron LRA y requirieron terapia de reemplazo renal durante su estancia hospitalaria,
el riesgo a largo plazo de desarrollar ERC en etapa 4 o 5 aument6 28 veces, consistente con la
pérdida masiva de nefronas asociada con episodios severos de LRA °. En otro estudio
realizado en el Hospital Docente de Riad en Arabia Saudita se estudi6 la evolucion de 2574
pacientes que fueron admitidos en la unidad de cuidados intensivos, el 12% (308)
desarrollaron LRA y requirieron didlisis, de estos, el 28% (86) sobrevivieron y fueron dados
de alta, posteriormente 40 pacientes (47%) de los que habian sido dados de alta continuaron
requiriendo dialisis después de la misma . Por lo tanto se ha propuesto que la LRA es un
factor de riesgo para el desarrollo de ERC, ERC en etapa terminal y un aumento de

mortalidad.



Ya que diversos estudios sugieren que la LRA no sélo esta directamente vinculada
con la progresiéon de la ERC, sino que también causa ERC. Todo esto basado en que el
aumento en la severidad del dafio también est4 asociado con la severidad de la progresion de
ERC; multiples episodios de LRA predicen el desarrollo de ERC; la ERC ha sido reportada
en ninos, los cuales no tienen condiciones preexistentes como hipertension, diabetes o
enfermedad vascular. Todo lo anterior refuerza la idea de que la LRA es un factor de riesgo

para el desarrollo de ERC .

Enfermedad renal cronica

La enfermedad renal cronica (ERC) se ha convertido en unos de los principales
problemas de salud publica alrededor del mundo. La incidencia y la prevalencia de la falla
renal estan en constante aumento, lo que genera altos costos para los sistemas de salud. Las
principales causas de falla renal son la diabetes tipo 2 y la hipertension, que en conjunto
representan el 60% de los pacientes con enfermedad renal cronica terminal '*. Actualmente
esta bien establecido que la lesion renal aguda (LRA) es un sindrome asociado al desarrollo
paulatino de ERC '°. En un estudio de mas de 4000 pacientes con diabetes tipo 2 en
Estados Unidos de América, en el que aproximadamente la mitad requiri6 una o mas
hospitalizaciones se observo que en los pacientes que requirieron hospitalizacion, el 29%
experimentd al menos un episodio de LRA. Ademads este estudio mostro que LRA es un
factor de riesgo independiente para el desarrollo de ERC y que cada episodio de LRA fue

capaz de duplicar este riesgo .



La guias de la Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) se refieren a
la ERC como todo el espectro de la enfermedad que ocurre después del inico del dafio
renal. La ERC se define como la presencia de un dafo renal estructural con una tasa de
filtrado glomerular normal (alrededor de 120 ml/min) o ligeramente reducida (60 a 90
ml/min) independientemente de la etiologia subyacente. La evidencia del dafio estructural
puede derivar de un estudio histoloégico, imagenologico o de las alteraciones persistentes
en el examen de orina por un plazo superior a 3 meses, particularmente por la presencia de

albuminuria ',
Fisiopatologia de la enfermedad renal crénica.

La fisiopatologia de la enfermedad es multifactorial y las vias moleculares que se
relacionan con el inicio y la progresion constituyen una rara y compleja red de reguladores
redundantes. La lesion inicial causa dafo histoldgico en el parénquima renal, la progresion
de la enfermedad es el resultado de pérdida progresiva de nefronas, cambios
hemodindmicos compensatorios a nivel glomerular; hipertension e hiperfiltracion
glomerular de las nefronas remanentes; hipertrofia y atrofia tubular, fibrosis
tubulointersticial, esclerosis glomerular progresiva, arterioesclerosis, susceptibilidad
genética y respuestas humorales desordenadas. Esto conlleva a la fibrosis del parénquima

o o -, 11,14,16,17
renal con la pérdida definitiva de la funcion renal "> ™",

El proceso que da lugar a la progresion hacia la ERC en general, inicia por diversas
respuestas celulares y moleculares en respuesta al dafio inicial, las cuales se generan con el
fin de mantener la homeostasis, pero en lugar de lograrlo, se programan de manera que
terminan dafiando a las nefronas funcionales. Los fenomenos comprensatorios que ejercen
las nefronas remanentes debido a la pérdida de otras nefronas, exacerban la fisiopatologia
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glomerular. La liberacion de un gran nimero de moléculas bioldgicamente activas en la
nefrona distal y el tabulo-intersticio generan inflamacion y desdiferenciacion. Los
requerimientos energéticos por el hiperfuncionamiento de las nefronas remanentes exceden
los sustratos metabolicos disponibles y aunado a un inadecuado balance vascular,
promueven la hipoxia/isquemia con una consecuente acidosis y generacion de especies

: . 18-22
reactivas de oxigeno .

La progresion de ERC se da a través de 3 fases: 1) Un estimulo de dafio inicial 2)
Mecanismos de reparacion desregulados y empeoramiento de la funcion de las nefronas 3)
Respuesta de las nefronas remanentes, generando mecanismos compensatorios por la
pérdida de otras nefronas, lo que las lleva a realizar cambios en su actividad normal que

, . . . 23
pueden ser deletéreos para la supervivencia de las nefronas funcionales .

En la etapa incial de la pérdida de las nefronas, las nefronas remanentes se
hipertrofian con el fin de mantener la tasa de filtracion glomerular: la superfcicie capilar del
glomerulo aumenta para suplir esta demanda, pero los podocitos diferenciados no pueden
proliferar para cubrir este incremento en el area, por lo tanto se hipertrofian y si esta
respuesta hipertrofica es insuficiente, el glomérulo tendréd areas desnudas de esta cubierta.
Sin embargo, en cierto punto se alcanza el limite de este ajuste y como muchas nefronas se
perdieron, la tasa de filtrado glomerular comienza a disminuir. Ya que la homeostasis del
rifidon se gobierna a nivel de las nefronas, pueden comenzar a existir desbalances de iones,
por ejemplo, retencion de sodio y consecuentemente aumento del volumen, lo cual requiere
excrecion de sodio, por lo cual se activan regulaciones hormonales que tratan de regular la
excrecion; en este caso, la habilidad de los mecanismos compensatorios puede permanecer

hasta que el 90% de las nefronas hayan sido perdidas. Esto no sucede con otros iones como

11



los fosfatos o el calcio, los cuales a nivel plasmatico aumentan y disminuyen,
respectivamente cuando las nefronas se pierden. Estas variaciones encienden una serie de
mecanismos que median el incremento de la hormona paratiroidea (PTH) y de la secrecion
del factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF-23), que incrementan la secrecion de
fosfatos para normalizar los niveles plasmaticos de fosfatos y calcio. Este nuevo estado se
alcanza hasta que el tibulo llega al méximo de respuesta y estas hormonas siguen
aumentando en un vano intento de compensar, lo cual afecta de manera sistémica, por

. cr r 24
ejemplo en la resorcion 6sea y afectando a otros drganos .

La pérdida de las nefronas derivada del dafio tubular o glomerular originados por
inflamacion, trombogénesis, disfuncion podocitaria, dafio isquémico, etc., inician una serie
de eventos que desembocan en la hipertrofia de las nefronas remanentes, lo cual es el
factor de pregresion a ERC. Un mediador principal en la respuesta hipertrofica es el sitema
renina angiotensina aldosterona (RAAS) que puede regular tanto la hemodinamica, como la
hipertrofia/hiperplasia celular. El incremento de la actividad de RAAS estimula diversas
vias que median la hipertrofia, la produccion de citocinas fibrogénicas y la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés); ademas el dafio inflamatorio
y glomerular puede causar dano tubular. Mas tarde el aumento en la filtracion glomerular
de proteinas plasmaticas se ha propuesto que causan dafio tiibulointersticial, ya que pueden
ser moléculas activas oxidantes o inflamatorias. Las vias comunes que generan hipertrofia
de la nefrona: respuestas celulares al dafio y eventos bioquimicos en la progresion de la

pérdida de las nefronas '**°.
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Respuestas celulares al dafio

1) Desdiferenciacion: Cuando existe un estimulo estresante, las células se convierten algo
menos diferenciadas en un proceso llamado transicion epitelio mesénquima. Estas células
muestran caracteristicas de proliferacion, migracion y produccion de citocinas. Esta puede
ser una respuesta contraproducente para la reparacion del dafo ya que puede estar
contribuyendo a la fibrosis del parénquima renal, al estar reclutando otras células
fibrogénicas o estar produciendo ellas mismas proteinas de matriz extracelular. Citocinas
como TGF-B, FGF, PDGF, angiotensina II, endotelina, entre otras, pueden tener roles

. , . ., . . , . 26
potenciales en las vias que se encienden en la transicion epitelio mesénquima .

2) Inflamacién: Evidencia experimental ha mostrado que la inflamacion juega un papel
central en la progresion a ERC. Se ha propuesto que las moléculas proinflamatorias que se
liberan en la nefrona distal, se reabsorben en el tibulo y se concentran de manera que
promueven la inflamacion. Los macrofagos que junto con las células dendriticas estan
presentes de manera normal en el rifion pueden estar participando en la sefalizacion

inflamatoria, siendo reclutados por quimioatrayentes al tubulo dafiado *’.

3) Disfuncion endotelial: El deterioro de la microcirculacion renal contribuye
potencialmente a la progresion de ERC. Las células endoteliales sufren apoptosis en
respuesta a la pobre perfusion, lo cual genera rarefaccion vascular, evento central en la
pérdida de nefronas. Existe una funcion endotelial desregulada y un decremento en la
angiogénesis, por lo que se generan factores angiogénicos que también pueden ser
contraproducentes, ya que pueden actuar como citocinas inductoras de respuestas
profibroticas y proinflamatorias. El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por
sus siglas en inglés) por ejemplo, puede promover inflamacion y fibrogénesis; el aumento

13



en la proteina endostatina que es anti-angiogénica y se ha reportado que niveles altos de
esta proteina correlacionan con el aumento en la tasa de progresion a ERC. Los niveles
plasmaticos de la dimetilarginina asimetrica ADMA, que es un inhibidor de la sintasa de

ros I e . . 2
6xido nitrico, también se correlacionan con la severidad de la progresion .

Eventos bioquimicos en la progresion de la pérdida de las nefronas.

1) Aporte insuficiente ante las demandas metabdlicas: El rifion consume grandes
cantidades de ATP con el fin de proveer la energia necesaria para el transporte de sales,
acidos organicos y otros constituyentes plasmaticos, este ATP es generado por el
metabolismo aerobio. Para este fin, es importante recordar, que los rifiones consumen el
20% del gasto cardiaco. Al diminuir el flujo sanguineo renal en la LRA, ocurre un
desplazamiento hacia el metabolismo anaerobio para suplir los requerimientos de ATP, lo

. , . . , 4. , 2
que genera diversas vias que influencian la pérdida de més nefronas *°.

2) Acidosis tubular: La acidosis tiene consecuencias tanto fisioldogicas como metabdlicas.
La produccion de amonio en respuesta local a la acidosis podria activar al complemento y
causar dafio al tejido. Se ha observado experimentalmente que la acidificacion tubular

estimula la produccion de ROS, lo que genera aun mayor dafio renal *°.

3) Metabolismo oxidativo y generacion de ROS: uno de los mecanismos mediante los
cuales la hipoxia genera ERC es la generacion de especies reactivas de oxigeno, que se
presentan en 3 formas inestables; 16n hidroxilo, anién superoxido y peréxido de hidrogeno,
las cuales juegan un papel importante en la transduccidon de sefiales que desembocan en
hipertrofia, alteracion de la interacciones proteina-proteina, inflamacion, proliferacion,

31
entre otros procesos deletéreo” .
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4) Transduccion de sefiales estimuladas por hipoxia: el principar actor es el factor
inducible por hipoxia ( HIF, por sus siglas en inglés), el cual juega un rol importante en el
progreso de la enfermedad. Las acciones angiogénicas de HIF pueden ser protectoras en el
dafio agudo, mientras que sus acciones cronicas pueden ser deletereas, ya que interviene en
el desarrollo del fenotipo fibrotico de las células epiteliales de manera directa o indirecta,
asi como en la activacion de los genes de coldgeno estimulada por TGF-B atn en ausencia

de hipoxia *%.

Dimorfismo Sexual de los mecanismos moleculares en respuesta a la LRA inducida

por isquemia/reperfusion

Existen diferencias de sexo en varios niveles de los mecanismos la enfermedad,
pero el mecanismo principal son las hormonas sexuales. Se ha demostrado que la
testosterona y lo estrogenos juegan un papel importante en el dafio renal inducido por
isquemia/reperfusion. Los estudios muestran que ante la castracion de las ratas macho, el
dafio renal por isquemia/reperfusion es menor que en los machos sin castracion y la

4 .
1 3> Diversos

administracion de estrégenos reduce parcialmente este tipo de lesion rena
laboratorios, incluyendo el nuestro, investigan los mecanismos moleculares de estas

diferencias de género. Los mecanismos celulares y las vias de sefializacion que han sido

implicadas en este dimorfismo sexual se resumen a continuacion:
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Tabla No. 1 Mecanismos moleculares en el dimorfismo sexual de 1a LRA.

Mecanismo Estréogeno Testosterona

Cinasas de  proteina
activada por mitdogenos
(MAP cinasas)

OIS TS TIPS Aumenta la actividad de Disminuye la actividad de

endotelial (eNOS)

Activa los canales K atp. 38

O I N TSI Y Activa los canales Kagp. >°

a potasio (Kartp)

Angiotensina I1 Disminuye la expresion de Estimula su produccion. >
receptores ATI1, aumenta
niveles de angiotensidogeno
y disminuye los niveles de

renina. >’
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Cinasas de proteina activada por mitégenos MAPK

Las MAPK regulan muchos procesos celulares. Se dividen en 3 subfamilias ERK,
JNK y p38. Estas cinasas se activan por el dafio por isquemia/reperfusion (I/R). ERK
promueve la supervivencia de la célula, mientras que JNK y p38 conducen a la célula hacia
la muerte. Estudios muestran que la fosforilaciéon de ERK se activa en la lesion por I/R y
que puede estar mediada por estrogenos. Los estrogenos a través del receptor de estrogenos
activan la via Src/Shc/ERK y median un efecto antiapoptdtico. Otros estudios muestran que
la testosterona media la activacion de la MAPK p38 producida por I/R, la cual induce la

producciéon de TNFa que a su vez induce apoptosis .
Oxido Nitrico (NO)

El 6xido nitrico (NO, por sus siglas en inglés) juega un papel importante en la
regulacion del tono vascular renal y la hemodindmica a través de mantener un estado de
vasorelajacion. Las diferencias de sexo se han visto en el rifién en diferentes modelos
animales, en donde se ha observado que las hembras tienen mayor mRNA y proteina de
eNOS en comparacion con los machos. De acuerdo con esto, la ovarectomia reduce su
expresion de eNOS, mientras que la terapia estrogénica la reestablece. También se ha
observado que la testosterona disminuye la expresion de eNOS. Los estrégenos activan a la
eNOS de manera bifésica: el aumento inicial es mediado por ERK mientras que el tardio
ocurre a través de PI3K, ambas vias son activadas a través de las acciones no gendmicas del

. 36
estrogeno .
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ATPasa sodio-potasio

Se ha observado que el aumento del calcio intracelular contribuye al dano celular
que se observa durante la LRA *'. Y también se ha reportado que un aumento en la
concentracion intracelular de sodio se correlaciona con un aumento en la concentracion de
calcio. La acumulacién de sodio es causada por la inhibicion de la actividad de la Na'/K"
ATPasa, que ocurre por la disminucion de ATP durante un evento isquémico. El aumento
del sodio conduce a la actividad del intercambiador Na'/Ca®" y por lo tanto a una
sobrecarga de calcio. A este respecto, se ha reportado que los machos exhiben una mayor
inhibicion de la Na'/K" ATPasa que en la ratas hembras y la administracién de estradiol

aumenta la expresion de Na'/K™ ATPasa **.
Endotelina

Los estrogenos reducen la produccion de endotelina, pero el mecanismo por el cual
ocurre esta reduccion, no esta completamente descrito. Una de las posibles explicaciones es
que el aumento de NO por estrogenos disminuye la expresion de endotelina, o bien que los
estrogenos disminuyen la sobrecarga de calcio y por lo tanto la produccidon de endotelina

causada por un proceso isquémico >’
Adenosina y canales de ATP sensibles a potasio

Durante la hipoxia, isquemia o inflamacion se produce localmente adenosina y ésta
media una variedad de funciones. Este efecto se debe a la presencia de multiples receptores
de adenosina localizados en diferentes regiones del rifion. Cuatro tipos de receptores de
proteinas G han sido identificados A, Asa, Azp v As. La activacion de A; y posiblemente

de Aj; produce precondicionamiento y provee proteccion probablemente por aumento de la

18



actividad de K,rp mitocondrial (ATPasa mitocondrial sensible a potasio). Agonistas de Aja
también proveen proteccion ante lesion renal por I/R, la cual se relaciona con la inhibicion
de la actividad de la oxidasa de neutrofilos, la acumulacion de neutréfilos, la expresion
endotelial de moléculas de adhesion y la produccion de citosinas. Ajs también media la
vasodilatacion producida por adenosina y el incremento del flujo sanguineo renal y la tasa
de filtracion glomerular. En isquemia renal la activacion del receptor A; y Ajs es
protectora. Estudios muestran que los estrogenos pueden activar canales Karp y proveer
proteccion de I/R renal a través de ellos. En contraste se ha visto que la testosterona
bloquea la vasodilatacion mediada por adenosina. Aunque se ha demostrado en modelos
celulares que la testosterona disminuye la muerte inducida por isquemia en cardiomiocitos,

por activacion de canales Krp >,
Apoptosis

La isquemia renal prolongada conduce a la muerte celular por necrosis, mientras
que en periodos cortos, la apoptosis es el principal mecanismo de muerte celular. La
testosterona promueve la apoptosis en células del endotelio vascular y células del tibulo
renal. La testosterona sobre-regula Fas, ligando de Fas y el dominio Fas asociado a muerte.
También disminuye la expresion de Bcl-2, mientras que aumenta la de Bax. Otros estudios
muestran que uno de los reguladores de la supervivencia de la célula es Akt (protein cinasa
B), la cual es activada por diversos estimulos primarios a través de PI3K. Se han
encontrado diferencias de sexo en niveles basales de Akt, siendo mayores en mujeres que

40
en hombres ™.
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Dimorfismo sexual en la progresion a ERC

Existe cada vez més evidencia de que la patogénesis, las caracteristicas clinicas y el
pronostico de enfermedades cardiovasculares y renales es muy diferente entre los hombres
y las mujeres, lo cual tiene mucho sentido dado que la fisiologia de la mujer es diferente a
la del hombre, sin embargo poca atencion se ha puesto al dimorfismo sexual. Un ejemplo
claro de esta dimorfismo sexual se encuentra en la mayor incidencia de las enfermedades
cardiovasculares en los hombres que en las mujeres de edad similar y el aumento de estas

. 4345
enfermedades en la menopausia .

Se han observado dispariedades con respecto al sexo en la incidencia, prevalencia y
progresion de la ERC aunque los mecanismos que explican estas diferencias no han sido
completamente descritos. A diferencia de lo que se ha observado con los modelos animales,
los estudios que describen la relacion del sexo y la progresion a ERC en humanos, muestran

. . 4
resultados contradictorios *°.

Para evaluar estas discrepancias se han llevado a cabo diversos meta-analisis, los
cuales han arrojado resultados diferentes. Por ejemplo, para determinar el efecto del sexo
en la progresion de la enfermedad renal no diabética, la enfermedad renal poliquistica
autosdmica dominante, la nefropatia por IgA, la nefropatia membranosa, o la ERC de
etiologia desconocida, se llevo a cabo un meta-analisis que incluy6 68 estudios con un total
de 11,345 pacientes y se encontré que la progresion de este tipo de enfermedades renales
fue mas rapida en hombres que en las mujeres **. En apoyo a este meta analisis, dos
estudios recientes demostraron que la progresion a ERC es peor en el hombre que en la
mujer *"**. Asi mismo, la cohorte PREVEND (del inglés, Prevention of Renal and Vascular
End-stage Disease) basada en la comunidad, revel6 que en el hombre, la edad, la

20



albuminuria, el indice de masa corporal y los niveles sanguineos de glucosa son factores de
riego que exacerban la progresion a enfermedad renal terminal en mayor magnitud que en
la mujer *. En otro meta-analisis que evalud el efecto de los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina en la progresion de la enfermedad renal en 11 estudios al azar,
los autores concluyeron que las mujeres tuvieron un peor prondstico de progresion de
enfermedad renal que los hombres después de corregirlos por presion arterial y excrecion
de proteinas en orina. Sin embargo, la mayoria de las mujeres participantes estaban en edad
postmenopausica, lo que podria explicar las diferencias encontradas en estos dos estudios
% En otro estudio realizado para evaluar el impacto del sexo en la glomerulonefritis
primaria se observd un aumento de la sobrevivencia renal en mujeres jovenes con
nefropatia membranosa y glomeruloesclerosis focal y segmentaria, comparada con los
hombres, en los cuales fue menor *°. Estos estudios sugieren una menor predisposicon al
desarrollo de enfermedades renales en el sexo femenino, que fue hormonalmente
dependiente, aunque los mecanismos especificos por los que las hormonas sexuales

influyen en la progresion de la enfermedad renal no estan completamente comprendidos.

En la mayoria de los modelos animales de ERC los machos progresan mas rapido
que las hembras, por lo que se ha sugerido que las hormonas sexuales juegan un papel muy
importante en determinar el grado de susceptibilidad al dafio renal progresivo >'. En
animales de experimentacion se ha demostrado que la testosterona y lo estrogenos juegan
un papel importante en el dafio renal inducido por isquemia/reperfusion. De hecho, la
castracion en machos reduce el dano renal ante la isquemia, mientras que la administracion

, : 33,34
de estrogenos reduce parcialmente esta enfermedad *>".

Diversos investigadores alrededor del mundo investigan los mecanismos
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moleculares de este dimorfismo sexual. A este respecto se ha reportado que los estrégenos
poseen propiedades antifibréticas y antiapotdticas en el rifion **. La administracion de 17-
beta estradiol a ratas hipertensas ovarectomizadas atenud la glomeruloesclerosis y la

fibrosis tubulo-intersticial >

y en las ratas con diabetes tipo II, protegié a los podocitos
mediante el incremento de los receptores de estrogenos beta **. Este efecto sobre los
podocitos, al parecer es mediado por la estabilizacion del citoesqueleto de estas células .

De forma contraria, se ha postulado que la testosterona tiene propiedades fibroticas y

apoptdticas a través de aumentar la sefializacion de TNFa, *°.

Otro mecanismo que se ha explorado es la participacion de la endotelina. La
endotelina es un péptido de 21 aminoacidos que se une a los receptores ETA produciendo
un aumento de calcio en las células del musculo liso y por consiguiente una potente
vasoconstriccion. Mientras que cuando se une a los receptores ETB produce vasorelajacion
a través de promover la liberacién de 6xido nitrico *’. El rifién es uno los 6rganos mas
sensible a la vasoconstriccion inducida por la endotelina exdgena °*, siendo mayor su efecto
vasoconstrictor sobre la arteriola aferente *°. En la mayoria de los modelos experimentales
de dafio renal se reportado mayor expresion de endotelina en los machos lo que condiciona
mayor vasoconstriccion cortical y medular , asi como mayor daio renal que se reduce
significativamente con la gonadectomia, lo que sugiere la participacion de las hormonas
sexuales en este efecto vasoconstrictor de la endotelina. Por el contrario, las ratas hembras
se protegen del dafio renal por tener aumentada la sefializacion a través del receptor ETB .
La mayor progresion de enfermedades renales en el hombre que en la mujer también parece
explicarse por varios candidatos como diferencias en la expresion y sefializacion de

proteina cinasas activadas por mitogenos (MAPK) *°, la sintesis de 6xido nitrico por la
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sintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS) *, y de laNa'/K" ATPasa o

Por consiguiente, consideramos que la integracion de los aspectos del dimorfismo
sexual en la progresion a ERC, nos permitira identificar nuevos blancos terapéuticos, con el
fin de mejorar los tratamientos existentes y reducir el deterioro gradual de la estructura y la

funcidn renal.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar si el dimorfismo sexual afecta la transicion de la LRA a ERC a nivel

funcional, histopatologico y de estrés.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el curso temporal de la ERC inducida por un episodio de LRA en las ratas

hembra y en las ratas macho.

2. Determinar si la progresion a ERC es menor en la rata hembra que en el macho y si

¢ésta es modificada por la ooforectomia.

3. Evaluar el curso temporal de la ERC inducida por un episodio de LRA en las
hembras ooforectomizadas para determinar la influencia de los estrogenos en el
comportamiento de la fisiopatologia renal en las hembras después de un evento de

isquemia/reperfusion.

4. Estudiar si el dimorfismo sexual en la transicion de la LRA a ERC se relaciona con

cambios en los niveles de 6xido nitrico y en el estrés oxidante.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas Wistar hembra y macho, las cuales fueron provistas por el bioterio
del INCMNSZ. Los animales se mantuvieron en cajas hasta su sacrificio en un ciclo de
luz-obscuridad 12:12 h y con acceso libre al alimento y al agua. El protocolo se

condujo con la autorizacion del comité de ética.

Diseiio experimental

Protocolo experimental 1

Se incluyeron 39 ratas Wistar hembra con un peso entre 260 y 300 g. Las ratas se
subdividieron en 7 grupos: Dos grupos de animales control sometidos a cirugia falsa que se
estudiaron y sacrificaron a las 24 h y a los 120 dias; y cinco grupos que se sometieron a
isquemia renal bilateral de 45 min y fueron estudiados a las 24 h y a los 30, 60, 90 y 120

dias post-isquemia.

También se incluyeron 39 ratas Wistar macho con un con un peso entre 260 y 300 g. Las
ratas se subdividieron en 7 grupos: Dos grupos de animales control sometidos a cirugia
falsa que se estudiaron y sacrificaron a las 24 h y a los 120 dias; y cinco grupos que se
sometieron a isquemia renal bilateral de 45 minutos y fueron estudiados a las 24 horas y a

los 30, 60, 90 y 120 dias post-isquemia.

Protocolo experimental 11

Se incluyo6 un segundo grupo de 40 ratas Wistar hembra las cuales fueron ooforectomizadas

a los 70 dias de edad y se dejaron evolucionar 1 mes hasta que disminuyeron los niveles de
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estrogenos. Los animales se dividieron en 7 grupos: Dos grupos de animales control
sometidos a cirugia falsa que se estudiaron y sacrificaron a las 24 h y a los120 dias; y cinco
grupos que se sometieron a isquemia renal bilateral de 45 min y fueron estudiados a las 24

h y alos 30, 60, 90 y 120 dias post-isquemia.

Modelo de LRA inducida por isquemia/renal bilateral en la rata

La lesion renal aguda se realizd mediante el modelo de isquemia renal bilateral de 45 min,
seguido de reperfusion. Los animales fueron anestesiados mediante inyeccion
intraperitoneal de pentobarbital sédico a una dosis de 30 mg/Kg. Posteriormente, los
animales se colocaron en una mesa termoregulada, la cual permiti6 tener a los animales en
condiciones de temperatura dptimas. Se realiz6 una incision en la linea media para exponer
los rifiones y se interrumpid el flujo sanguineo renal de los animales, mediante la
colocacion de un clip en cada arteria renal durante 45 min. Posteriormente, se retiraron los
clips, se dejo que los rifiones reperfundieran, los animales fueron suturados de la pared
abdominal y se dejaron evolucionar segin el tiempo correspondiente a cada grupo. Los
animales control sometidos a cirugia falsa se manipularon de igual manera que los
sometidos a isquemia/reperfusion, exceptuando la colocacion de clips. Después de la
cirugia, los animales permanecieron en las camas termoreguladas hasta que desapareci6 el
efecto de la anestesia; posteriormente se colocaron en jaulas metabdlicas para la
recoleccion de orina de 24 horas, con agua ad libitum. Posterior a la recoleccion, los

animales fueron devueltos a sus jaulas con alimento y agua ad libitum.
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Ooforectomia bilateral en la rata hembra

Las ratas hembra del protocolo II se sometieron a ooforectomia bilateral a los 70 dias de
edad. Los animales fueron anestesiados mediante inyeccion intraperitoneal de pentobarbital
sodico a una dosis de 30 mg/Kg. Posteriormente se coloco a los animales en una cama
termoregulada, los oviductos fueron ligados y removidos; la pared abdominal y piel fueron
suturadas. Después de la cirugia, los animales permanecieron en las camas termoreguladas
hasta que desaparecio el efecto de la anestesia; posteriormente fueron devueltos a sus jaulas

con alimento y agua ad libitum.

Mediciones fisiologicas

Los animales se colocaron en jaulas metabolicas para recoleccion de orina correspondiente
a las 24 h post-cirugia y cada 30 dias hasta completar el periodo de tiempo de cada grupo.
Se midid el volumen de la recoleccion de 24 h. También se obtuvo una muestra de sangre
para extraer plasma. Se cuantifico la proteinuria y la depuracién de creatinina. Al finalizar
el periodo experimental, las ratas fueron nuevamente anestesiadas con pentobarbital sodico
(30 mg/Kg); se coloco a la rata en una mesa termoregulada a 37°C, se determino la tension
arterial media (TAM) mediante cateterizacion de la arteria femoral con un tubo de
polietileno (P50) acoplado a un poligrafo de Grass. El flujo sanguineo renal (FSR) se
determiné a través de una sonda de ultrasonido conectada a un flujémetro, la cual se colocd
en la arteria renal izquierda previamente disecada. Se ligd el paquete vascular del rifidén
derecho y se extrajo completamente, se determind el peso del rifién y posteriormente fue
seccionado en corteza y médula. Ambas secciones se congelaron en nitrégeno liquido y
fueron almacenados a -70°C para posteriores estudios moleculares. El rifion izquierdo se
perfundid con solucion salina al 0.9% y posteriormente con una solucion de con
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formaldehido al 4% a través del catéter colocado en la arteria femoral; una vez perfundido
se retird el rifion y se realizo un corte sagital y otro transversal. Los tejidos fueron incluidos
en parafina y se realizaron las tinciones de PAS (Acido peryédico de Schiff) y Rojo de
sirio.

Estudios histopatologicos

El andlisis de las laminillas se efectu6 de manera cegada. En las laminillas con tincion de
PAS se evalu6 la hipertrofia mediante la determinacion del didmetro glomerular. Se
capturaron 10 campos de corteza renal de las ratas utilizando una cémara digital
incorporada en un microscopio marca Nikon y se midieron los diametros de al menos 100
glomérulos por rata con el programa eclipse net. También se midi6 el espesor tubular de al
menos 100 tabulos para determinar el grado de dilatacion tubular. En los cortes histologicos
tefiidos con rojo de sirio se digitalizaron 10 campos subcorticales y se evalué el porcentaje
de area tubular afectada mediante morfometria. El porcentaje de fibrosis se calculo al
dividir el area fibrotica entre el area tubulo-intersticial total excluyendo el area glomerular

y de la luz tubular.

Analisis Bioquimicos

Proteinuria: Las excrecion de proteinas en orina se cuantific6 mediante el método
turbidimétrico de precipitacion de proteinas con dacido tricloroacético (TCA) al 10%,
usando una curva estdndar de albumina, sobre la cual se interpolaron las absorbancias

obtenidas en el espectrofotometro a una longitud de onda de 420 nm.
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Depuracion de Creatinina: Se determinaron la creatinina sérica y la urinaria mediante el
un estuche comercial (QuantiChrom™ Creatinine Assay Kit). Posteriormente se calculé la
depuracion mediante la férmula: DepCr (ml/min)= [Creat orina (mg/dl)] [flujo urinario
(ml/min)] / [Creat sérica (mg/dl)]. Esta determinacidon se basa en el método de Jaffe para
medir directamente la creatinina en muestras biologicas, utilizando picrato que se une con
la creatinina y forma un complejo con color rojo que puede medirse mediante

espectrofotometria a 510 nm.

Excrecion urinaria de Peroxido de Hidrogeno: los niveles urinarios de H,O, se
determinaron mediante el estuche comercial Amplex® RedHydrogen Peroxide/Peroxidase
Assay, siguiendo las instrucciones del fabricante. Esta metodologia se basa en reaccion del
H,0, con la peroxidasa, lo que genera un producto de oxidacion, la resurfina de color rojo-

fluorescente, la cual puede ser cuantificada espectrofotométricamente a 560 nm.

Excrecion urinaria de Nitritos y nitratos: a partir de muestras de orina se determind la
produccion de NO a través de la medicion de sus metabolitos estables: los nitritos y los
nitratos, mediante el kit comercial Colorimetric Nitric Oxide Assay Kit (Oxford Biomedical
Reserch), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este método se basa en la reduccion de
nitratos en nitritos usando la enzima nitrato reductasa, posteriormente se cuantifican los

nitratos totales por espectrofotometria mediante la reaccion de Griess a 540 nm.
Estudios Moleculares

Extraccion de RNA total: Se extrajo RNA total de las muestras de corteza renal mediante
el método de homogeneizado con trizol (Invitrigen). Posteriormente se cuantificé la

concentracion de las muestras del RNA extraido mediante espectrofotometria con luz UV
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(260/280 nm) y se verifico la integridad del mismo mediante el corrimiento de 2 pg de

RNA en un gel de agarosa al 1%.

RT-PCR: Se realizé la transcripcion reversa (TR) de 1 pg de RNA de cada una de las
muestras, utilizando el kit M-MLV, Reverse transcriptase Invitrogen, para la obtencion de
cDNA. Se llevo a cabo la validacion de cada sonda para el tejido mediante curvas de
concentracion de cDNA (Producto de la TR, 1:10, 1:100, 1:1000). Se determiné la
concentracion de cDNA para cada sonda como sigue: TGF-$ (1:100), HIF1-a (1:100), y
eNOS (1:100) y 18S (1:1000). Posteriormente se realizd la amplificacion del cDNA,
mediante PCR en tiempo real utilizando sondas marcadas con un fluor6éforo especificas
para los genes de TGF-B, HIF1-a, y eNOS, (Sondas Tagman de Applied Biosystems);
utilizando 18S como gen control para el célculo de los niveles relativos de RNA mensajero
de cada uno de éstos genes. La amplificacion se llevo a cabo en el termociclador 7300 Real

Time PCR System (Applied Biosystems).

Western blot: Se cargaron 10 pl de orina diluida en solucion fisiologica (1:10) en geles de
SDS-PAGE al 8.5%. Posteriormente las proteinas fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa y se incubaron con el anticuerpo primario monoclonal anti-Hsp72 mouse
(Enzo) dilucién 1:5000 toda la noche y el anticuerpo secundario IgG-HRP goat anti-mouse
1:5000 (Sta. Cruz). Las membranas fueron reveladas con el sustrato quimioluminiscente

Millipore.

Analisis estadistico

El tratamiento de los datos fue mediante ANOVA, el cual se realiz6 utilizando el programa

GraphPad Prism 5. En el caso de las diferencias en la distribucion de los didmetros y areas
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glomerulares se evaluaron por un andlisis de contingencia y por la prueba de Bonferroni.
Los datos se presentan como el promedio + el error estdndar y las diferencias

estadisticamente significativas se presentan en aquellas en las cuales p es menor a 0.05.
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RESULTADOS

A) RESULTADOS DEL PROTOCOLO EXPERIMENTAL 1

Nuestro primer objetivo se centr6 en evaluar el curso temporal de la transicion de la LRA a
ERC en las ratas hembra, inducida por un episodio de LRA y compararlo con el de las ratas
macho. La LRA se indujo mediante un periodo de isquemia renal bilateral durante 45 min y
se compararon con el grupo control sometido a cirugia falsa; estos grupos se estudiaron 24
h después de la reperfusion. En la figura 2 se muestra la excrecion urinaria de proteinas y la
funcién renal a las 24-h post-isquemia comparada con los grupos controles respectivos.
Como se puede apreciar, los animales sometidos a isquemia presentaron una elevacion
significativa de la proteinuria. Siendo la magnitud del incremento con respecto al grupo
control de 15 veces para las hembras y de 2 veces para los machos. La isquemia/reperfusion
también produjo disfuncion renal que se caracterizd por la reduccion significativa de la
depuracion de creatinina y del flujo sanguineo renal, sin cambios en la tension arterial

media.
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Figura 2. Inducciéon de un periodo de LRA por isquemia renal bilateral de 45 minutos genera aumento

en la proteinuria y disfuncion renal. A) Niveles de proteinuria a las 24h (n=5-6 por grupo) B) Depuracion

de creatinina a las 24 h (n=5-6 por grupo). C) Flujo sanguineo renal a las 24 h (n=5-6 por grupo). D) Tension

arterial media a las 24h (n=5-6 por grupo). *p<0.05 vs Sh Hembras 6 Sh Machos; $p<0.05 vs IR Hembras.

En nuestro laboratorio hemos encontrado un nuevo biomarcador sensible y temprano de la

LRA, que es la proteina de choque térmico Hsp72. Con el fin de evaluar que la

isquemia/reperfusion producia el mismo grado de dafio renal en las hembras y en los

machos, decidimos analizar la excrecion urinaria de Hsp72, 24-h post-isquemia por un

analisis de Western blot.
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Figura 3. Expresion de Hsp 72 en orina de 24 h. Se observa el aumento del marcador de LRA tanto en
hembras como en machos sometidos a isquemia renal bilateral de 45 minutos (n=5 por grupo).

Como se muestra en la Figura 3. Las ratas controles practicamente no presentaron
niveles Hsp72 en la orina, en cambio en las ratas hembra sometidas a isquemia tuvieron
una gran cantidad de este biomarcador de dafo renal en la orina (blot superior). Cuando se
compararon las ratas hembras y macho sometidas a isquemia/reperfusion (blot inferior)
podemos observar como la expresion de esta proteina en orina es igual en todos los grupos,

lo cual evidencia que el grado de LRA fue similar en todos los grupos estudiados.

Posteriormente, en otro set de animales evaluamos la evolucion de la funcion renal

y la proteinuria, desde un mes hasta cuatro meses post-isquemia (Figura 4).
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Figura 4. El curso temporal de la induccion de ERC por un periodo de LRA por isquemia renal
bilateral de 45 min es diferente en hembras y machos. A) Niveles de proteinuria mensuales (n=4-8 por
grupo) B) Depuracion de creatinina mensual (n=4-8 por grupo). C) Flujo sanguineo renal por mes (n=4-8 por
grupo). D) Tension arterial media por mes (n=4-8 por grupo). * p< 0.05 vs Sham hembras 6 Sham machos.

En la figura 4A, se muestra que en el grupo de machos con isquemia, la proteinuria fue
aumentando gradualmente en el transcurso del estudio, siendo estadisticamente
significativa a partir del tercer mes y estableciéndose muy marcada al cuarto mes. En las
hembras no se observaron cambios en este parametro, manteniéndose los valores iguales a

su grupo control. Asi mismo, en la figura 4 se presentan los parametros fisiologicos de
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estos grupos de animales. Como se puede apreciar, el grupo de ratas macho sometidas a un
periodo de isquemia presentd disfuncion renal (por la disminucién de la depuracion de
creatinina) desde el tercer mes comparado con su grupo control, mientras que la depuracion
de creatinina en el grupo de hembras con isquemia renal no present6 cambios (Fig. 4B). No
hubo cambios estadisticamente significativos en el flujo sanguineo renal de las hembras con

respecto al de los machos, ni en la tension arterial media (Figuras 4C y 4D).
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Figura 5. El estrés oxidante se mantuvo elevado en las ratas macho a lo largo del curso temporal de la
enfermedad. Excrecion urinaria de peréxido de hidrogeno a lo largo de los 4 meses de estudio (n=4-8 por
grupo). * p<0.05 vs Sh machos 6 Sh hembras.

También evaluamos la excrecion urinaria de perdxido de hidréogeno, como un indicador de
estrés oxidante. En la Figura 5 se puede apreciar que el grupo de machos sometidos a
isquemia presentaron un aumento en la excrecion urinaria H,O, desde las 24 h y que se
mantuvo elevado a lo largo del periodo analizado, en comparacidon con su grupo control.
Mientras que la excrecion urinaria de H;O, no tuvo diferencias estadisticamente
significativas en el grupo de hembras sometidas a isquemia con respecto a su grupo control.

Esto sugiere que las hembras se protegen de la ERC por mantener menor estrés oxidante.
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Para evaluar, de manera indirecta, la sintesis de 6xido nitrico, determinamos la excrecion
urinaria de nitritos y nitratos. Como se muestra en la figura 6, no observamos cambios

significativos entre los grupos de estudio.
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Figura 6. Excrecion urinaria de nitritos y nitratos. Excrecion urinaria de nitritos y nitratos (NO,/NOj3) a lo

largo de los 4 meses de estudio (n=4-8 por grupo). * p<0.05 vs Sh machos 6 Sh hembras.
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Figura 7. Hipertrofia glomerular. Los diametros glomerulares se incrementaron en los machos y se observaron cambios minimos en las hembras; parte superior

hembras, parte inferior machos (n=4-8 por grupo). * p< 0.05 vs Sh hembras 6 Sh machos.
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Los diametros glomeulares fueron distribuidos por rangos, como se aprecia en la
Figura 7. Las ratas control hembras presentaron una distribucion de los didmetros
glomerulares en forma de campana, esta distribucion fue similar a los 30 dias seguidos de la
isquemia renal y a partir de los 60 dias se empez6 a observar un desplazamiento a la
derecha, es decir, hubo un mayor porcentaje de glomérulos con un diametro mayor a 150 p.
En cambio en las ratas macho, en los primeros 60 dias se incrementd el nimero de
glomérulos con diametros pequefios y a partir de este punto empezaron a observarse
glomérulos con un didmetro mayor a 150 p que en proporcion a las hembras, la hipertrofia
glomerular fue francamente exacerbada.
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Figura 8. La dilataciéon tubular se observo en las ratas macho, pero no en las ratas hembra . A)
Dilatacion tubular en las hembras a lo largo de los 4 meses de estudio (n=4-8 por grupo). B) Dilatacion
tubular en los machos a lo largo de los 4 meses de estudio (n=4-8 por grupo). *p<0.05 vs Sh Hembras 6 Sh
Machos; $p<0.05 vs IR Hembras.

En cuanto a la dilatacion tubular no se observaron cambios a lo largo del tiempo en

las hembras sometidas a isquemia con respecto a su control; en los machos se observo
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diferencia estadisticamente significativa solo en el cuarto mes, sin embargo, la dilatacion

tubular fue mayor en los machos con respecto a las hembras a lo largo de los cuatro meses

(Fig. 8).

Se cuantifico la fibrosis tabulointersticial y de manera similar a los resultados anteriores
encontramos que practicamente la fibrosis estuvo ausente en las hembras y solo se observo
un discreto aumento significativo hasta el cuarto mes (12% vs. 4%). En cambio en los
machos, la presencia de fibrosis tibulointersticial fue muy evidente, observandose desde el
primer mes post-isquemia, aunque esta diferencia fue estadisticamente significativa a partir
del segundo mes, alcanzando aproximadamente el 38% de éarea afectada por fibrosis

tubulointersticial al cuatro mes (Fig. 9).
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Figura 9. La fibrosis tiubulo intersticial aumenta en las ratas macho y no asi en las ratas hembra. A)
Porcentaje de fibrosis en las hembras a lo largo de los cuatro meses de estudio (n=4-8 por grupo). B)
Porcentaje de fibrosis en los machos a lo largo de los cuatro meses de estudio (n=4-8 por grupo). *p<0.05 vs
Sh Hembras 6 Sh Machos.

Después de determinar que la progresion de ERC es diferente en las hembras con

respecto a los machos, nos dimos a la tarea de evaluar algunos de los posibles mecanismos

involucrados en la renoproteccion que instalan las hembras sometidas a un periodo de LRA.
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Para esto, nuestro siguiente objetivo fue evaluar los niveles de mRNA en el tejido renal de
diversas moléculas involucradas en la fisiopatologia de esta enfermedad. Primero
evaluamos los niveles de RNAm de TGF-f; interesantemente encontramos que hubo un
aumento significativo en los niveles de mRNA de esta citocina desde el primer mes en las
ratas hembras sometidos a isquemia, este efecto no se observd en los machos quienes
permanecieron con niveles de mRNA de TGF-f similares al grupo control (figura 10). En
la Figura 11A se muestran los niveles de mRNA de eNOS, la cual mostré un aumento
estadisticamente significativo en las ratas hembras sometidas a isquemia, comparado con su
grupo control; asi mismo los niveles de mRNA de eNOS de las ratas macho, permanecieron

similares a los de su grupo control.

101

mMRNA TGF-B/18S

Figura 10. Los niveles de mRNA de TGF-§ se observaron elevados en las ratas hembra, pero no en las
ratas macho. Se observaron niveles de mRNA elevados en las hembras, mientras que en los machos se
observan similares a su grupo control (n=4-8 por grupo). * p< 0.05 vs Sh Hembras 6 Sh Machos. * p<0.05 vs
IR Hembras.

También encontramos que los niveles de RNAm de HIF-1a se encontraban regulados a

la alza en el grupo de las hembras a lo largo de todo el periodo experimental, mientras que
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en el grupo de los machos estuvieron por debajo de los niveles de las ratas control (Fig.

11B).
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Figura 11. Los niveles de mRNA de eNOS y HIF-1a se mantuvieron elevados a lo largo del tiempo en
las ratas hembras a diferencia de los machos. A) mRNA de eNOS (n=4-8 por grupo). B) mRNA de HIF-

la (n=4-8 por grupo). * p< 0.05 vs Sh Hembras 6 Sh Machos. * p<0.05 vs IR Hembras.

B) RESULTADOS DEL GRUPO DE HEMBRAS OOFORECTOMIZADAS

Existen diferencias de sexo en varios niveles, pero el mecanismo principal pueden
ser las hormonas sexuales. Por lo que, nuestro objetivo en este grupo de ratas fue influir
sobre los niveles de estrogenos, para lo cual nos dimos a la tarea de ooforectomizar a un
grupo de ratas hembra. En la Figura 12 se muestra que la ooforectemia fue
correctamente realizada, evidenciandose por la reduccion de los niveles de estrogenos,

comparado con el grupo control que solo fue sometido a cirugia falsa.
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Figura 12. La oofoectomia en las ratas hembra reduce los niveles de estrégenos. Niveles de estrogenos en
las ratas sometidas a ooforectomia antes (rosa) y después (naranja) de la ooforectomia (n= 40, Pre OV y Post
OV). #p<0.05 vs Pre OV.

Nuestro siguiente objetivo fue comparar si estos animales al ser sometidos a un
periodo de LRA por isquemia renal bilateral de 45 min, tenian un comportamiento distinto
a las hembras normales. En la Figura 13A observamos que ante un insulto isquémico, el
comportamiento de la proteinuria de 24 h de las hembras ooforectomizadas (OV) fue
similar al de los machos (Figura 2A), asi también se observo una disminucion de la funcion
renal (Figura 13B). Al analizar el curso temporal de la proteinuria en las ratas
oforectimizadas, pudimos observar un aumento progresivo y estadisticamente significativo
a partir del tercer mes post-isquemia, siendo un comportamiento bastante parecido al
observado en los machos (Fig. 13C). No observamos cambios en la depuracion de
creatinina (Fig. 13D). Estos resultados sugieren que los estrogenos juegan un papel crucial
en los mecanismos de renoproteccion que instalan las hembras durante la transicion de

LRA a ERC.
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Figura 13. La induccién de un episodio de LRA por isquemia renal bilateral de 45 minutos conduce al
desarrollo de ERC en hembras ooforectomizadas. A) Niveles de proteinuria a las 24 h en hembras y
hembras ooforectomizadas (n= 6-8 por grupo). B) Depuracion de creatinina a las 24 h en hembras y hembras
ooforectomizadas (n= 6-8 por grupo). C) Proteinuria en un periodo de 4 meses en hembras y hembras
ooforectomizadas (n= 6-8 por grupo). D) Depuracion de creatinina en un periodo de 4 meses en hembras y

hembras ooforectomizadas (n= 6-8 por grupo). * p< 0.05 vs Sh Hembras 6 Sh OV.

Ya que los estrogenos tienen un efecto antioxidante, nuestro siguiente objetivo fue
evaluar el comportamiento de las ratas OV en la produccion de especies reactivas de
oxigeno. En la figura 14A podemos observar que la simple ooforectomia aparentemente
dispara la produccion de H,O,, mientras que los niveles de peroxido se encuentran un poco

mas elevados en las hembras OV sometidas a isquemia, mostrando de igual forma un
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comportamiento similar al de los machos, aunque las diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

De igual forma evaluamos la excrecion urinaria de nitritos y nitratos y obtuvimos
resultados similares a los observados con los machos, sin diferencias estadisticamente

significativas (Figura 15).

2501
@ IR Hembras
2004 O Sh Hembras
< & ROV
é\‘ g 1507 Zx Shov
N O
I £ 100+
o
504
0 ] ] ] ]
N o & K \,)9

Dias

Figura 14. El estrés oxidante tendié a elevarse en las ratas OV a lo largo del curso temporal de la
enfermedad. Excrecion urinaria de peréxido de hidrogeno a lo largo de los 4 meses de estudio (n=6-8 por

grupo). * p<0.05 vs Sh OV 6 Sh hembras.
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Figura 15. No hubo cambios en la excrecion urinaria de nitritos y nitratos. Excrecion urinaria de nitritos
y nitratos (NO,/NO;) a lo largo de los 4 meses de estudio (n=6-8 por grupo). * p<0.05 vs Sh hembras 6 Sh

OV.
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DISCUSION

Como se ha reportado previamente en nuestro laboratorio, las ratas macho
desarrollaron ERC después del noveno meses de la isquemia, la cual se caracteriza por el
aumento progresivo en la proteinuria y una reduccion de la funcién renal ®'. A pesar de que
se indujo la misma magnitud de LRA en ambos sexos, las ratas hembra no desarrollaron
ERC en este periodo experimental. La deplecion de estrogenos por la ooforectomia de las
ratas hembra, produjo que estos animales se comporten como las ratas machos y desarrollen
ERC después de 4 meses reperfusion. Con un aumento progresivo de la proteinuria y
reduccion de la funcion renal. Con base en los resultados de este trabajo, el dimorfismo
sexual observado puede atribuirse a las hormonas sexuales, ya que la deplecion de los
estrogenos generd un comportamiento de la enfermedad en las ratas hembra sometidas a
ooforectomia similar al de los machos. Diversos estudios han mostrado que las hormonas

. . ., 34,62,63
sexuales juegan un papel importante en la evolucion de las enfermedades renales ™.

Nuestros resultados no mostraron dimorfismo al estudiar los animales a corto plazo,
es decir, después de 24 horas de reperfusion. Utilizando marcadores de dafio funcional: la
depuracion de creatinina y la reduccion del flujo sanguineo, asi como biomarcadores de
dano tubular como los niveles de proteinas en la orina y excrecion urinaria de Hsp72,
encontramos que tanto las ratas hembra como los machos, presentaron el mismo grado de
disfuncion renal y de dafio estructural. Es decir, no encontramos diferencias en estos
marcadores, lo que demuestra que los animales fueron sometidos al mismo dafio inicial y

reaccionaron de la misma manera.

Contrario a esto, observamos un marcado dimorfismo sexual cuando analizamos a
los animales a largo plazo. Las ratas macho mostraron una disminucion de la funcion renal,
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asi como un aumento en la excrecion de proteinas en orina, mientras que las hembras se
mantuvieron en condiciones normales a lo largo del periodo estudiado. Este dimorfismo no
estuvo relacionado con cambios en la presion arterial, ya que hasta el final del estudio,

todos los animales se mantuvieron normotensos.

Una caracteristica importante en la enfermedad renal inducida por
isquemia/reperfusion es el estrés oxidante persistente, caracterizado por la produccion de
especies reactivas de oxigeno, las cuales producidas en exceso generan peroxidacion
lipidica, activacion de leucocitos, dafio endotelial y produccion de citocinas 64 Cuando
medimos los niveles de H,O, presentes en la orina de los animales pudimos observar que
en las ratas macho éstos se encontraron elevados a lo largo del periodo experimental,
mientras que en las hembras se mantuvieron en los valores basales. Por lo tanto es posible
que el estrés oxidante esté jugando un papel primordial en el dimorfismo sexual que se
observa en el desarrollo de ERC. Estos hallazgos fueron similares en las ratas
ooforectomizadas, las cuales mostraron niveles de estrés oxidante elevados a lo largo de
todo el periodo de estudio. Esto sugiere que los estrogenos juegan un papel antioxidante en
el desarrollo y evolucion de la enfermedad renal. De hecho se ha reportado que los
estrogenos exhiben propiedades antioxidantes en las células a través de su grupo hidroxilo
en la posicion C3 del anillo A de la molécula esteroide. La oubaina, un inhibidor de la
Na'/K" ATPasa bloquea estos efectos protectores, lo que sugiere que el efecto antioxidante
ayuda a mantener la funcioén de esta bomba y disminuye la acumulacién de sodio. Esto lo
que conduce a una disminucion de la entrada de calcio al interior de la célula y la

disminucion del dafio a la misma .
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La disfuncion endotelial es causada por la disminucion de los niveles de 6xido
nitrico (NO) derivado del endotelio. La cantidad de NO bioloégicamente activo, juega un rol
clave en la homeostasis vascular. Y estd determinada por el balance entre la biosintesis de
NO y su degradacion por ROS (al reaccionar el NO con O,) °. Por esta razon analizamos
los niveles de nitritos y nitratos excretados en orina, los cuales son metabolitos estables de
la degradacion del NO. Esperabamos ver diferencias en los niveles de degradacion del NO,
ya que la produccion de ROS en los machos fue mas elevada que en las hembras, pero no
pudimos observar cambios significativos en los niveles de estos metabolitos. Esto puede
deberse a que al medir los nitritos y nitratos excretedados en la orina, se evalua la sintesis
sistémica de NO, asi como, el NO derivado de las tres sintasas de NO. Por lo que, en un
trabajo posterior evaluaremos la expresion de la sintasa de NO endotelial (eNOS) y su
activacion por fosforilacion tanto en la corteza como en la médula renal y de esta forma
disecar la participacion de la eNOS en este dimorfismo sexual. Mas atn cuando se ha

reportado que los estrogenos incrementan la actividad de esta sintasa.

Como se ha reportado en diversos modelos de ERC en animales, la enfermedad esta
caracterizada por alteraciones estructurales como hipertrofia glomerular, dilatacion tubular
y fibrosis tubulo-intersticial ®"*’. En nuestro estudio pudimos observar que el didmetro de
los glomérulos en el grupo de las ratas macho aument6 al cuarto mes, lo que concuerda con

lo previamente reportado °'.

Los didmetros glomerulares en las ratas hembra se
mantuvieron similares a sus controles, evidenciando una mayor progresion a ERC en los
machos con respecto a las hembras, y se asocia con hipertrofia glomerular. Asi mismo

observamos un aumento progresivo en la dilatacion tubular en los machos, la cual fue

significativa desde el primer mes de evolucion, exacerbandose al cuarto mes; mientras que
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en el grupo de animales hembra, no hubo tal dilatacion hasta el cuarto mes, manteniéndose

en condiciones normales.

Observamos también un marcado incremento en la fibrosis tibulointersticial en los
machos, la cual fue progresiva llegando hasta un 40% al cuarto mes, mientras que en este
periodo, las hembras se mantuvieron normales, mostrando un aumento de apenas 10% al
finalizar el periodo experimental. Nuevamente pudimos observar a nivel estructural el
dimorfismo de la ERC, ya que en este periodo solo los animales macho desarrollaron
alteraciones caracteristicas de la ERC. Las hembras no progresaron a ERC y no exhibieron
estas alteraciones. Estos estudios no se han realizado hasta este momento en el grupo de las
ratas ooforectomizadas, pero esperamos encontrar las mismas alteraciones que pudimos

observar en el grupo de los machos, en concordancia con los otros pardmetros estudiados.

Con todos estos resultados, decidimos analizar algunos de los mecanismos que
pudieran estar involucrados en el dimorfismo funcional y estructural que observamos en
nuestros grupos experimentales, que nos permita conocer el efecto protector de las
hormonas sexuales femeninas. Después de una lesion isquémica, se activan diversas vias
para promover la regeneracion del epitelio tubular; sin embargo, algunas de éstas
permanecen activadas incluso después de la completa reparacion tisular, una de estas vias
es la de TGF-B. Este mecanismo es de particular importancia ya que TGF-B puede
promover la trans-diferenciacion de fibroblastos en miofibroblastos con un consecuente
fenotipo pro-fibrético %8 Los analisis en los niveles de RNAm de TGF-B mostraron una
expresion diferencial de las hembras con respecto a los machos. Sorpresivamente, los
niveles de mRNA TGFp intra-renal fueron mayores en las ratas hembra, mientras que no

hubo cambios en las ratas macho con respecto a sus controles. Dadas las observaciones
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estructurales en la histologia de los machos, con un elevado porcentaje de fibrosis,
comparado con lo observado en las hembras, consideramos que la elevacion temprana de
esta citocina en las ratas hembra, podria estar ejerciendo un efecto protector. Se ha
reportado que TGF-B juega un papel neuroprotector después de un episodio de isquemia
cerebral , y que posee propiedades anti-inflamatorias, ya que favorece la polarizacion de
macréfagos anti-inflamatorios Th2 ”°. Por lo tanto, la elevacién de esta citocina en las ratas

hembra indica que el TGFf podria estar juagando un protector, mas que deletereo.

Tambien observamos que los niveles de mRNA de eNOS estan regulados a la alza
en las ratas hembra. Sabemos que esta molécula media la produccion de NO que funciona a
su vez como vasodilatador y evita la produccion de otras sintasas que generan
peroxinitritos, los cuales aumentan el dafio al epitelio tubular por su potencial de generar
estrés oxidativo, asi como mayor inflamacién ' . Por lo tanto, la sobreproduccién de esta

molécula en el caso de las hembras sugiere que tiene efecto renoprotector sobre éstas.

Se ha observado que la elevada expresion de HIF-1a se relaciona con niveles bajos
de creatinina plasmatica, mayor tasa de filtracion glomerular, menor proporcion de fibrosis
intersticial y baja esclerosis glomerular **’*">. En este estudio encontramos un dimorfismo
sexual en los niveles de mRNA de HIF-lo. Nuevamente las ratas hembras presentaron
mayores niveles de HIF-la que los machos, por lo que, esta diferencia podria estar
mediando la proteccion de los rifiones en las hembras ya que observamos una mayor
cantidad de mRNA de HIF-1a en los grupos de ratas hembra sometidas a isquemia, y no

asi en los grupos de machos, los cuales se mantuvieron similares a los controles.
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Actualmente continuamos analizando los mecanismos de renoproteccion que

instalan las ratas hembras frente a un episodio de LRA.
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CONCLUSION

La elaboracion de este trabajo permitié demostrar que las ratas machos desarrollaron ERC
después de cuatro meses de reperfusion, mientras que las ratas hembra no desarrollaron la
enfermedad en este periodo experimental. El desarrollo de ERC se caracterizd por el
aumento de la proteinuria desde el tercer mes de evolucion y exacerbandose en el cuarto
mes; disfuncion renal por disminucion en la depuracion de creatinina; alteraciones
histopatologicas como fibrosis tibulointersticial, dilatacion tubular e hipertrofia glomerular.
La evolucién de la enfermedad en las ratas hembra se vio modificada por la ooforectomia,
ya que este grupo experimental desarrolld6 ERC después de cuatro meses de reperfusion,
evidenciada por el aumento en los niveles de proteinuria. El dimorfismo sexual puede estar
relacionado con cambios en la produccion de 6xido nitrico y estrés oxidante. Ya que en las
ratas macho observamos niveles de estrés oxidante persistentes a lo largo de la evolucion de
la enfermedad, mientras que en las ratas hembra los niveles de estrés oxidante fueron
similares a los del grupo control. Ademas los niveles d¢ mRNA de eNOS se mantuvieron
elevados en las ratas hembra a lo largo del periodo experimental. Asi mismo se observaron
niveles elevados de mRNA de TGF-B y HIF-1a en las hembras, comparados con los
niveles de mensajero en los machos. Estas citocinas pueden estar implicadas en el
dimorfismo sexual de la enfermedad observado en los grupos experimentales. Estos
resultados nos llevan a concluir que si existe dimorfismo sexual en la transicion de LRA a
ERC a nivel funcional e histopatologico, y podrian estar relacionadas con el estrés
oxidante. Seguimos analizando los mecanismos renoprotectores que instalan las hembras

en el desarrollo de ERC a partir de un fenomeno de I/R.
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PERSPECTIVAS

Disecar los mecanismos moleculares especificos por los cuales las ratas hembra no

progresan a ERC ante un insulto isquémico.

Estudiar los aspectos inflamatorios en el dimorfismo de la ERC.

Analizar los cambios epigenéticos que pueden estar participando en el dimorfismo

sexual.

Analizar si existe un papel deletéreo de la testosterona en la transicion de LRA a

ERC en las ratas macho.

Proponer terapias renoprotectoras en base a los resultados obtenidos y sugerir

manejos distintos de la ERC en pacientes hombres y mujeres.
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