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RESUMEN 
Estudios previos en nuestro laboratorio mostraron que el bloqueo de los receptores de la 

aldosterona (Aldo) con la espironolactona (Es) no sólo reduce el daño estructural, sino también 

previene la caída de la función renal en la nefrotoxicidad (Nx) crónica inducida por la ciclosporina 

(CsA), lo que sugiere que la Aldo participa en la vasoconstricción renal inducida por la CsA. Los 

objetivos de este trabajo fueron: 1) evaluar si la Es puede también prevenir la Nx aguda por la 

CsA en donde solo prevalece la vasoconstricción renal. 2) Determinar los niveles de RNA 

mensajero (RNAm) de las sustancias vasoactivas y sus receptores con el fin de empezar a 

entender como la Es previene la vasoconstricción renal en este tipo de nefropatía. 3) Estudiar si la 

Es puede ser útil para reducir la Nx por la CsA que fue previamente establecida. Para lograr estos 

objetivos se diseñaron tres protocolos diferentes. 

En el modelo de Nx aguda, la Es evitó la caída de la función renal y del flujo sanguíneo 

renal. En la Nx crónica, la CsA modificó la expresión de la pro-renina, del angiotensinógeno, de 

los receptores de angiotensina II, de la ciclooxigenasa-2, de los receptores de adenosina y de la 

preproendotelina y su receptor ETB. La Es previno el aumento en la expresión de pro-renina y de 

ETA y aumentó la expresión de los receptores AT2 y ETB que median vasodilatación. En la Nx 

crónica por CsA que fue previamente establecida, el tratamiento con la Es previno la progresión 

del daño funcional y estructural del riñón, lo que se asoció con menor engrosamiento arteriolar y 

mayor diámetro glomerular, así como, con reducción significativa de los niveles del RNAm de 

TGF-β, estos efectos renoprotectores se evidenciaron por la reducción del RNAm de la molécula 

de daño renal 1 (Kim-1).  

Nuestros resultados sugieren que la Aldo juega un papel importante en el desarrollo de la 

Nx aguda y crónica inducidas por la CsA. La Aldo participa en el efecto vasoconstrictor de la CsA 

probablemente al inducir cambios en la expresión de sustancias vasoactivas y/o sus receptores, 

aunque no podemos excluir que la Aldo modifique en forma directa el tono vascular renal. La 

reducción del engrosamiento arteriolar y el mayor diámetro glomerular observados en los 

animales tratados con la Es en el modelo de la Nx por la CsA que fue previamente establecida, 

sugiere que ésta promueve mejor perfusión renal lo que se tradujo en menor daño funcional y 

estructural. La administración temprana de Es confiere mayor renoprotección. Estos resultados 

señalan a la Es como un fármaco potencialmente útil para reducir la toxicidad inducida por la CsA 

en aquellos pacientes que reciben tratamiento con este inmunosupresor. 
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Abstract 
Previously, we showed that aldosterone receptor blockade with spironolactone (Sp) 

reduces structural damage and prevents renal dysfunction in chronic cyclosporine (CsA) 

nephrotoxicity (Nx), these findings suggest that aldosterone (Aldo) modulates renal 

vasoconstriction induced by CsA. Based on these findings, the aims of this study were: 1) To 

evaluate if Sp can prevent the fall in renal function during acute CsA Nx. 2) To determine 

renocortical mRNA levels of vasoactive substances and their receptors, with the purpose of 

begining to understand how Sp may prevent renal vasoconstriction in this type of 

nephropathy. 3) To study if Sp can reduce preexisting chronic CsA Nx. Three experiments 

protocols were designed to evaluate these aims. 

In the acute CsA Nx model, Sp prevented the fall of renal function and renal blood 

flow induced by CsA. In chronic Nx, CsA modulated the mRNA levels of pro-renin, 

angitensinogen, angiotensin receptors, ciclooxiganase, adenosine receptors, preproendothelin 

and ETB receptor. Sp prevented the overexpression of pro-renin and ETA mRNA levels, and 

increased the mRNA levels of AT2 and ETB receptors, that are known to mediate 

vasodilation. In preexisting chronic CsA Nx, Sp prevented the progression of renal injury that 

was associated with a decrease of arteriolar thickening and TGF-β mRNA level and an 

increase of the glomerular diameter. These renoprotective effects were confirmed by the 

reduction of the kidney injury molecule 1 (Kim-1) mRNA levels.  

Our results suggest that Aldo plays an important role in chronic and acute CsA Nx. 

Aldo participates in the vasoconstrictor effect produced by CsA probably through modifying 

the expression of vasoactive substances and/or their receptors, although we can not exclude 

that Aldo could modify directly renal vascular tone. The reduction of arteriolar thickening and 

the increase of glomerular diameter caused by Sp treatment in preexisting chronic CsA Nx 

suggest that this drug maintains better renal perfusion reducing structural and functional 

damage. Furthermore, early administration of Sp confers greater renoprotection. These 

results indicate that Sp is a potential treatment to prevent or reduce toxicity induced by CsA 

in patients that receive this immunosuppressive therapy. 



                                                                                                                        ANTECEDENTES 

 13

I. INTRODUCCIÓN 
 
 

The kidney presents in the highest degree the phenomenon of sensibility, the power of reacting 
to various stimuli in a direction which is appropriate for the survival of the organism; a power of 

adaptation which almost gives one the idea that its component parts must be endowed with 
intelligence. 

E. Starling, 1909 
 

 
l riñón es un órgano par, endocrino, localizado detrás del peritoneo, en la 

parte posterior del abdomen, dentro de sus principales funciones se 

encuentran:  

a) Excreción de productos de desecho y de sustancias exógenas 

b) Regulación del balance de agua y electrolitos 

c) Mantenimiento del equilibrio ácido-base 

d) Regulación de la presión arterial 

e) Gluconeogenésis 

f) Producción de algunas hormonas 

El tamaño del riñón varia dependiendo de la especie, en el humano pesa 

aproximadamente 150 g y mide 12x6x3 cm. Mediante corte sagital claramente se 

pueden distinguir dos secciones: la corteza y la médula. 

El riego sanguíneo de ambos riñones constituye normalmente el 21% del gasto 

cardiaco (aproximadamente 1,200 ml/min). La circulación renal se caracteriza por 

tener dos lechos capilares muy importantes: el glomerular y el peritubular, lo que 

permite regular la presión hidrostática.  

La unidad funcional del riñón es la nefrona, aproximadamente existen dos 

millones de nefronas las cuales no se pueden regenerar una vez que son dañadas. La 

nefrona se divide en: 

a) Corpúsculo renal: glomérulo renal y cápsula de Bowman 

b) Túbulo renal: túbulo proximal, asa de Henle, túbulo distal y túbulo colector. 

E 
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Túbulo distal

Asa de Henle

Glomérulo

Túbulo 
colector

Figura 1. Esquema de una nefrona renal. 

Túbulo 
proximal 

Las nefronas son las responsables de la formación de la orina a través de la: 

 Filtración de agua, sales y sustancias de desecho por parte del glomérulo 

 Reabsorción de aminoácidos, glucosa y secreción de diversas sustancias en 

los túbulos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.1 Filtración glomerular 

Una de las funciones primarias del riñón es “limpiar o depurar” la sangre de las 

sustancias que el organismo no necesita excretándolas en la orina. Por lo que la 

depuración se define como el volumen del plasma en el cual cierta cantidad de 

sustancia ha sido removida y excretada dentro de la orina por unidad de tiempo. El 

concepto de depuración es importante porque puede ser usado para medir la tasa de 

filtración glomerular (TFG) y el flujo plasmático renal (FPR). La TFG es un parámetro 

que nos permite conocer la función renal en condiciones fisiológicas y 

fisiopatológicas, es por ello que se utiliza como índice de la función renal. En 
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pacientes con daño renal, la disminución de la TFG se traduce en empeoramiento, 

mientras que el aumento, a menudo sugiere recuperación de la función renal [1;4;5]. 

 

Regulación de la filtración glomerular 

La TFG esta influenciada por varios factores del sistema nervioso simpático: 

hormonas y autacoides, los cuales se les conoce como sustancias vasoactivas, 

sustancias que tienen la propiedad de producir vasoconstricción y/o vasorelajación 

dependiendo del receptor al que se unan como muestra en la tabla 1. Las sustancias 

vasoactivas se liberan en la circulación sistémica aunque varias de ellas también se 

producen en forma local (epinefrina, norepinefrina, endotelina, angiotensina II, óxido 

nítrico, prostaglandinas, etc.). Estas sustancias y sus receptores regulan la TFG a 

través de modificar las resistencias vasculares o el coeficiente de ultrafiltración [4].  

Tabla 1.- Principales hormonas que influyen en la TFG. 
 

 Estimulo Efecto sobre la TFG 
 

Vasoconstrictores 
    

 

Nervios simpáticos 
 

 

 Isquemia cerebral, hemorragia severa 
 

 

 

Angiotensina II 
 

         
       Presión de perfusión renal, renina 
 

 

 

Endotelina 
 

 

       Estrés, Ang II, epinefrina  
 

 

 

Vasodilatadores 
 

  

 

Prostaglandinas (PGI2, PGE2) 
 

         
         Estrés, Ang II 
 

 

 

Óxido nítrico 
 

                   
                    Estrés, Ach, His 
 

 

 
Ang II= angiotensina II, Ach= acetilcolina, His= histamina, PG= prostaglandinas. 
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I.2 Función de los túbulos renales  

 La mayor parte del filtrado glomerular es reabsorbido por los túbulos renales, 

que son muy selectivos a la sustancia o al ión que se reabsorbe. 

Túbulo proximal 

 La concentración de diversos iones y moléculas a lo largo de este túbulo 

cambia en relación con la reabsorción de agua, esto depende de su reabsorción o su 

secreción: 

 La concentración de Na+ no varía a lo largo del túbulo porque su reabsorción se 

lleva a la par con la del agua. 

 La concentración de Cl- aumenta un poco y la de urea y creatinina se incrementa 

de manera considerable debido a que estas moléculas no son reabsorbidas en el 

túbulo proximal. 

 La concentración de HCO3
- disminuye hasta un 50%. 

 La glucosa y aminoácidos desaparecen por completo, porque son reabsorbidos 

completamente en este segmento de la nefrona. 

Asa de Henle 

 Esta porción tubular se encarga de reabsorber del 15 al 20% del filtrado 

glomerular. Esta es una estructura fundamental para la concentración o dilución de la 

orina. 

 Asa delgada: En esta porción se expresan los canales de agua acuaporina-1, lo 

que permite una intensa reabsorción de agua. 

 Asa ascendente gruesa: Esta porción es impermeable al agua y es 

fundamental para la reabsorción de sal a través del cotransportador Na+K+2Cl- 

(esta proteína es blanco de ciertos diuréticos como furosemida y bumetanida). 

Túbulo distal 

 Esta porción se encarga de la reabsorción del 5 al 10% del filtrado glomerular. 

Este túbulo es la parte de la nefrona con mayor actividad de la ATPasa Na+K+. Se 
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continua reabsorbiendo sal a través del cotransportador Na+Cl-, el cual es blanco de 

diferentes diuréticos tipo tiazida. 

Túbulo colector 

El túbulo colector es la última región de la nefrona en la que se pueden 

reabsorber iones, moléculas o agua, antes de drenar la orina final a las vías urinarias. 

A diferencia de otras regiones de la nefrona, este túbulo recibe la afluencia de 

túbulos distales de varias nefronas. Presenta dos tipos de células:  

 Células principales: son las más abundantes y se encargan de la reabsorción 

de sodio a través del canal epitelial de Na+ regulado por aldosterona. Este canal 

también es una proteína blanco para diuréticos ahorradores de potasio como el 

amiloride y la espironolactona. 

 Células intercaladas: son menos abundantes y se encuentran intercaladas 

entre las principales. Estas células se encargan de secretar H+, por lo que son 

fundamentales en el metabolismo ácido-básico. 

En la médula renal, el túbulo colector también se encarga de la reabsorción de 

agua mediante la acuaporina-2 y la reabsorción de urea [47;109]. 

 

En esta tesis se discutirá la importancia de la aldosterona en la fisiopatología 

renal inducida por la administración de la ciclosporina. Hasta hace algunos años se 

conocía que esta hormona esteroidea estaba implicada en mantener la homeostasis 

de electrolitos, sin embargo estudios recientes han mostrado que la aldosterona 

participa en procesos fisiopatológicos cardiovasculares y renales. Por lo tanto, en la 

primera parte de este trabajo se describe la participación de la aldosterona en 

diferentes patologías y el porque se decidió estudiar el papel de la aldosterona en la 

nefrotoxicidad crónica por ciclosporina. Y en la segunda parte se muestran y se 

discuten los resultados obtenidos. 
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II. ANTECEDENTES 
 

En México la cuarta causa de muerte es ocupada por la insuficiencia renal. En 

la actualidad hay un gran número de pacientes que se encuentran en diálisis 

peritoneal o hemodiálisis en las instituciones del sistema público de salud de México, 

este tipo de terapia además de ser inconveniente para los pacientes, tiene un costo 

muy elevado. En la insuficiencia renal crónica, el trasplante debe ser el tratamiento 

de elección, lo que mejora la calidad de vida de los pacientes [185]. Aunado al 

transplante, la terapia inmunosupresora de por vida es de vital importancia para 

evitar el rechazo del órgano trasplantado. Desafortunadamente los medicamentos 

inmunosupresores son costosos y producen efectos secundarios adversos. La 

ciclosporina (CsA) es el medicamento inmunosupresor más utilizado en nuestro país, 

debido a su bajo costo y su potente acción inmunosupresora. 

 

II.1 Agentes inmunosupresores 

 
Los agentes inmunosupresores utilizados en la clínica son la azatrioprina, la 

prednisona, la metilprednisolona y la CsA. Entre los nuevos agentes 

inmunosupresores se encuentran la rapamicina [12], el micofenolato de mofetilo 

(MMF) [89] y los anticuerpos monoclonales dirigidos contra IL-2. Sin embargo estos 

agentes son más costosos que el tratamiento con CsA y también producen efectos 

secundarios. La rapamicina ó sirolimus muestran una potencia inmunosupresora 

similar a la que tiene CsA, pero a corto plazo produce hiperlipidemia, lo que trae 

consigo complicaciones cardiovasculares.  En cambio el MMF, no presenta el mismo 

poder inmunosupresor que la CsA y además produce problemas gastrointestinales, 

por esta razón en algunos pacientes es necesario cambiar de inmunosupresor. 

Finalmente, los anticuerpos monoclonales dirigidos contra IL-2, son la terapia más 
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costosa y pueden presentar reacciones de hipersensibilidad tan severas que pueden 

terminar en un choque anafiláctico. 

 En la clínica se utilizan esquemas de inmunosupresión de tres fármacos en los 

cuales se combinan los diferentes inmunosupresores. Es importante señalar que el 

esquema que incluye CsA es el que ha mostrado menor rechazo por parte del injerto 

[43].  

 
II.2 CICLOSPORINA 

 

El uso de agentes inmunosupresores durante los últimos 20 años ha mejorado la 

sobrevida del injerto y de los pacientes trasplantados. Indudablemente el principal 

impacto se dio con la introducción de la CsA al mercado alrededor de 1984 [34] 

revolucionando el tratamiento del rechazo en el transplante de órganos [24]. 

En 1971 Borel y Stähelin observaron que un extracto del hongo filamentoso 

Tolypocladium inflatum tenía actividad inmunosupresora [57]. En 1976 se describió a 

la ciclosporina como el primer agente inmunosupresor con actividad específica anti-

linfocitos T [21]. Pero fue hasta noviembre de 1983, cuando la CsA fue aprobada por 

la Food and Drug Administration (FDA) como fármaco para el tratamiento y/o 

prevención del rechazo de los tejidos trasplantados, así como en el tratamiento de 

enfermedades autoinmunes como psoriasis, dermatitis atípica, artritis reumatoide, 

entre otras [76]. 

 La introducción de la CsA como agente inmunosupresor aumentó en forma 

considerable la sobrevida tanto de los pacientes trasplantados como la del injerto. En 

un estudio comparativo en humanos donde se evaluó la terapia con la CsA y la 

terapia convencional (azatioprina-prednisona-metilprednisolona) se encontró que 

después de 5 años la sobrevida del injerto de los pacientes tratados con la CsA fue 

del 88% comparado con el 60% en la terapia convencional (Figura 2A). Las 

diferencias fueron mas evidentes en la sobrevida del injerto de los pacientes tratados 

con CsA, siendo del 95% para el primer año y del 83% en el quinto año. Mientras 
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Figura 2. Efecto de la introducción de ciclosporina (CsA) sobre la sobrevida del paciente 
(A) y del injerto (B) con trasplante renal comparada con la terapia convencional azatioprina, 
prednisona y metilprednisolona (Aza-P-M). 

que para los pacientes que recibieron terapia convencional, la sobrevida fue del 80% 

y 60% respectivamente (Figura 2B) [3;100].  

 

  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Estructura y propiedades físicas de la CsA 

La Ciclosporina A (C62H111N11O12) es un péptido hidrofóbico cíclico que consta 

de 11 aminoácidos: el aminoácido N-metil-(4R)-4-butenil-4-metiltreonina en la 

posición 1, así como dos aminoácidos inusuales como la sarcosina en la posición 3 y 

D-alanina en la posición 8. Siete aminoácidos son N-metilados, lo cual explica su 

resistencia a la inactivación en el tracto gastrointestinal (Figura 3). Tiene forma de 

agujas cuando se cristaliza, es poco soluble en agua e hidrocarburos saturados, pero 

soluble en lípidos y solventes orgánicos [76].    
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Figura 3. Estructura química de la ciclosporina 

 

Mecanismo de acción de la CsA 

 Los linfocitos T son glóbulos blancos que se producen o maduran en diferentes 

tejidos linfoides y se encargan de eliminar antígenos de superficie (como toxinas, 

bacterias, virus, etc). Durante la activación de las células T, los antígenos se unen a 

los receptores de membrana de las células T (RCT), esto aumenta el calcio 

intracelular, el cual se une la proteína calmodulina, con la cual forma un complejo 

que activa a la enzima fosfatasa de calcineurina, una fosfatasa dependiente de calcio. 

La fosfatasa de calcineurina activada es capaz de defosforilar al factor de activación 

nuclear de las células T (NFAT) facilitando su entrada en el núcleo, una vez en el 

núcleo, el NFAT se une al DNA en regiones promotoras de la síntesis de los genes de 

citocinas como la interleucina-2 (IL-2) la cual es la proteína encargada del 

crecimiento y proliferación de células T (Figura 4A).  

Dada las propiedades lipofílicas de la CsA, esta difunde fácilmente al interior de 

la célula, se une con la proteína ciclofilina y forma el complejo CsA-ciclofilina. El 

complejo CsA-ciclofilina se une a la subunidad catalítica de la calcineurina la cual va a 

inhibir la actividad fosfatasa de calcineurina, esto evitando la defosforilación del NFAT 
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Figura 4.  Mecanismo de acción de la ciclosporina.  A) Mecanismo de la inmunosupresión. B)
Mecanismo de acción de la CsA para producir la inmunosupresión. Receptor de células T (RCT), 
Factor de activación nuclear de las células T defosforilado (NFAT) y fosforilado (NFAT-P), 
Interleucina 2 (IL-2).

y su consecuente translocación al núcleo (Figura 4B)[34]. Por lo tanto, el efecto 

inmunosupresor de CsA consiste en disminuir la producción de IL-2 y mantener a los 

linfocitos T en la fase Go o G1 del ciclo celular.  

 

Aunque CsA es un inmunosupresor eficaz, sus efectos adversos en el tejido 

renal han provocado que su uso se reduzca, lo que también ha conducido al 

desarrollo de nuevos agentes inmunosupresores.  
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Farmacocinética de la CsA 

La introducción de la CsA en la clínica se vio ensombrecida debido a su 

variable biodisponibilidad; ya que sus propiedades farmacocinéticas son influenciadas 

por la edad [30], la raza [134] y la ingesta de ciertos alimentos, bebidas (como el 

jugo de toronja) y medicamentos que son metabolizados por el citocromo P450 [85]. 

En la primera formulación basada en aceite (Sandimmun), la absorción intestinal fue 

muy variada, presentó una biodisponibilidad del 1 al 89% con una media de 30% 

[108]. Posteriormente, se desarrollo la microemulsión (Neoral), lo cual aumentó su 

biodisponibilidad e independencia de la secreción biliar.  

La ciclosporina se distribuye ampliamente en el organismo: del 33 al 47% se 

encuentra en el plasma, del 4 al 9% en los linfocitos, del 5 al 12% en los granulocitos 

y del 41 al 58% en los eritrocitos, se une fuertemente a proteínas, principalmente a 

lipoproteínas. 

 La CsA se metaboliza a nivel hepático por el sistema enzimático del citocromo 

P450, el CYP3A4 [50], que la transforman en al menos 30 metabolitos derivados de 

hidroxilación, demetilación, sulfonación y ciclización en la posición 1 sin alterar su 

estructura cíclica [28]. Todos los metabolitos muestran un mínimo o casi nada de 

actividad inmunosupresora [128]. La vida media de la ciclosporina es de 19 horas y 

es excretada principalmente en la bilis (> 90%), siendo el resto eliminada por vía 

urinaria, sólo el 0.1% se excreta en la orina en forma de fármaco inalterado. También 

cruza la barrera placentaria y es excretada en la leche materna [93]. 

 

Efectos secundarios de la ciclosporina A 

 Aunque los beneficios de la CsA han sido evidentes, su uso a largo plazo se 

encuentra limitado por sus efectos adversos como: disfunción renal aguda y crónica, 

hipertensión, transtornos electrolíticos (hipercalemia, hipomagnesemia e 

hipocalcemia), acidosis tubular, síndrome urémico hemolítico e incapacidad para 

concentrar la orina. Sin embargo, la nefrotoxicidad es el efecto secundario más 
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frecuente y con mayor relevancia desde el punto de vista clínico [81]; de hecho un 

estudio realizado por Nankivell y colaboradores [102] demostraron que después de 

10 años de tratamiento con inhibidores de calcineurina, el 100% de los pacientes 

trasplantados desarrollaron nefrotoxicidad.  

A pesar de su efecto nefrotóxico, la ciclosporina continúa siendo el fármaco de 

elección en nuestro país dada su eficacia y su bajo costo con respecto a los nuevos 

tratamientos inmunosupresores. 

 

Formas de nefrotoxicidad inducida por CsA 

En el humano se han descrito dos formas de nefrotoxicidad: la aguda o 

moderada y la crónica o severa, las cuales dependen del tiempo de administración 

del fármaco, así como de la dosis utilizada. 

La nefrotoxicidad aguda se caracteriza por disminución en la tasa de filtración 

glomerular y en el flujo plasmático renal, debido a efectos directos de la CsA sobre la 

vasculatura renal, principalmente la vasoconstricción de la arteriola aferente 

[40;74;80;81;98;115;174]. Esta forma de nefrotoxicidad es reversible al disminuir o 

suspender el fármaco, sin embargo, esto puede conducir al rechazo del injerto. 

En estudios en los que se ha determinado la hemodinámica glomerular en 

forma experimental por medio de estudios de micropunción renal, se ha observado 

que la CsA produce vasoconstricción tanto en la arteriola aferente como en la 

eferente, siendo más importante la constricción preglomerular, lo que provoca 

disminución del flujo plasmático renal. También se ha demostrado disminución en el 

coeficiente de ultrafiltración. La reducción de estos dos parámetros hemodinámicos 

da como resultado la disminución significativa de la filtración glomerular por nefrona 

la cual se refleja en la filtración glomerular total [13;18;153]. 

 La nefrotoxicidad aguda se observa de manera temprana después del inicio de 

la terapia con CsA y se presenta clínicamente con una elevación transitoria de 
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creatinina sérica e hipertensión arterial en la mayoría de los casos; los cuales son 

normalizados al reducir o suspender el medicamento [97]. 

 

Mecanismos de nefrotoxicidad aguda inducida por CsA  

Factores vasoactivos. El equilibrio en la liberación de factores vasoconstrictores y 

vasorelajantes es de suma importancia para mantener la función renal normal. Se ha 

reportado que la vasoconstricción renal inducida por la CsA parece ser el resultado de 

un desequilibrio en la liberación de factores vasoactivos, por una parte la CsA induce 

aumento de factores vasoconstrictores como la endotelina (Kon et al, 1990), el 

tromboxano [113], la angiotensina II [113;152], así como la disminución de factores 

vasodilatadores como la prostaciclina [114] y el óxido nítrico, aunque existe 

controversia con este ultimo [36;159]. Estudios recientes han demostrado que la CsA 

aumenta los niveles del RNA mensajero de la sintasa de óxido nítrico endotelial y que 

la inhibición de la síntesis del óxido nítrico en ratas con nefrotoxicidad aguda produce 

mayores alteraciones funcionales y estructurales como la trombosis, lo que sugiere 

que la producción de óxido nítrico contrarresta la vasoconstricción renal observada en 

este tipo de nefrotoxicidad [16;18;88].  

 
Formación de Radicales libres: En estudios in vivo e in vitro se ha demostrado que el 

estrés oxidativo juega un papel importante en la patogénesis de la nefrotoxicidad 

inducida por CsA. Se ha reportado aumento en la formación de radicales libres de 

oxígeno debido a un incremento en la actividad del citocromo P-450 [138] y a la 

hipoxia renal que se presenta como consecuencia de la vasoconstricción renal 

inducida por la CsA. Además, Tariq y colaboradores [149] han demostrado que la CsA 

disminuye el contenido renal de glutatión, esta molécula participa en la protección de 

las células contra el daño producido por la formación de radicales. También 

mostraron que el uso de antioxidantes restableció la cantidad de glutatión, lo que 

sugiere que la CsA a través de aumentar la producción de radicales libre también 

altera la producción de enzimas antioxidantes. En consecuencia, la administración de 
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antioxidantes, como la vitamina E y la N-acetilcisteína durante el desarrollo de la 

nefrotoxicidad aguda experimental son efectivas para reducir los efectos tóxicos de la 

CsA [33;68].  

 

Sistema nervioso simpático (SNS). Existe controversia en la participación de la CsA 

sobre el SNS, ya que unos autores reportan que la hipertensión arterial se debe a la 

activación de este sistema [49;150], mientras que otros han encontrado que a pesar 

de estar activado el SNS no se observan cambios en la presión arterial media [128]. 

La estimulación adrenérgica inducida por la CsA resulta en aumento de norepinefrina 

y epinefrina lo que induce aumento en las resistencias renovasculares; este 

incremento en las catecolaminas puede explicar, en parte, la hipertensión que 

desarrollan los pacientes [39]. 

 

Nefrotoxicidad crónica 

  La nefrotoxicidad crónica se desarrolla con el tratamiento a largo plazo con la 

CsA y también se caracteriza por presentar vasoconstricción renal y por la presencia 

de lesiones estructurales en el tejido renal como lo son la arteriolopatía y la fibrosis 

túbulo intersticial, siendo esta última irreversible. Se desarrolla después de 12 meses 

de estar bajo el tratamiento con la CsA [34;83;94].  

 Los cambios histológicos de la arteriolopatía consisten en la vacuolización de 

las células endoteliales y del músculo liso en las arteriolas aferentes, seguido por 

necrosis. Posteriormente, se deposita fibrina y plaquetas en la membrana basal 

causando obliteración de la luz de los vasos sanguíneos. A nivel tubular el daño se 

caracteriza por atrofia tubular y fibrosis túbulo-intersticial. Estos cambios aparecen 

como focos irregulares. La fibrosis tiende a ser un proceso progresivo [32]. 
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Mecanismos de nefrotoxicidad crónica  inducida por CsA  

 En cuanto a los factores que causan el desarrollo de las alteraciones 

estructurales en la nefrotoxicidad crónica por CsA, se han propuesto al menos tres 

factores importantes: 

1. Activación del sistema renina angiotensina: El aumento de angiotensina II no 

solo aumenta la vasoconstricción renal y promueve los procesos fibróticos a 

través de la activación de los receptores de angiotensina tipo 1 (AT1), sino 

también incrementa los niveles de aldosterona [117;139].  

2. Hipoxia: Al igual que en la nefrotoxicidad aguda, se presenta mayor 

vasoconstricción renal y por lo tanto mayor grado de hipoxia, lo que trae como 

consecuencia la formación de radicales libres que inducen daño celular y 

promueven apoptosis, contribuyendo a mayor daño tisular [8;151;181;182].  

3. Sobre-expresión del factor de crecimiento transformante beta (TGF-β). El TGF-β 

es una citocina que promueve fibrosis en la mayoría de las enfermedades 

crónicas del riñón y de otros órganos. En la nefrotoxicidad por CsA, se reportó 

que la CsA aumenta los niveles de expresión del TGF-β, lo cual promueve 

fibrosis renal al aumentar la síntesis de proteínas de matriz extracelular como la 

colágena y la fibronectina y reduce la producción de colagenasas 

[41;86;139;140;161]. 

  

Modelos experimentales de nefrotoxicidad por CsA 

 En los roedores se pueden reproducir los dos tipos de nefrotoxicidad. El 

modelo de nefrotoxicidad aguda se induce al administrar dosis repetidas de CsA 

[114]. Mientras que el modelo de nefrotoxicidad crónica se obtiene con la 

administración de dosis repetidas de CsA en conjunto con alimentación con dieta baja 

en sodio [124], la ingesta baja en sodio activa al sistema renina angiotensina, lo que 

aumenta la susceptibilidad a CsA en los roedores y la aparición de lesiones 

estructurales características que se observan en el humano. 
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Maniobras para reducir la nefrotoxicidad por CsA 

Se han estudiado diferentes maniobras, principalmente farmacológicas para 

disminuir tanto la nefrotoxicidad aguda como la crónica inducidas por la CsA. Con lo 

que respecta a la nefrotoxicidad aguda se ha tratado de revertir la 

vasoconstricción, por lo que se han administrado inhibidores de la enzima 

convertidora de angiotensina II [13;139], bloqueadores de los receptores de 

endotelina [44;63;115] e inhibidores de tromboxano [114;155]. Solo la inhibición de 

los receptores de endotelina y la administración de dexametasona previno la 

vasoconstricción renal inducida por la CsA [19].  

En un estudio posterior se observó que la administración de nifedipina, 

bloqueador de los canales de calcio tipo L, evitó la disminución de la función renal 

inducida por la CsA, este efecto al parecer se debió a una mayor biodisponibilidad del 

óxido nítrico [130]. Además, la administración de L-arginina, precursor del óxido 

nítrico, previno las alteraciones hemodinámicas inducidas por la CsA [9;179]. Estos 

resultados muestran que las maniobras que aumentan la síntesis y la 

biodisponibilidad del óxido nítrico revierten o reducen la nefrotoxicidad aguda por la 

CsA, probablemente porque la estimulación de la síntesis del óxido nítrico puede 

contrarrestar la acción de los factores vasoconstrictores, aun cuando esta vía parece 

no ser alterada por la CsA. 

En cuanto a la nefrotoxicidad crónica en la tabla 2 se detallan cada uno de 

los estudios donde se evaluaron diferentes maniobras farmacológicas con el propósito 

de reducir o revertir la nefrotoxicidad crónica por CsA. Entre las que se encuentran el 

bloqueo de los receptores de  angiotensina II [117;139], la administración del factor 

de crecimiento del endotelio vascular, promotor de la angiogénesis, remodelado 

vascular y estimulación de la producción de óxido nítrico [75], la administración del 

polisulfato de pentosan, una fármaco derivado de la heparina el cual tiene 

propiedades anti-inflamatorias y anti-proliferativas [135] y la administración con 

suplementos de magnesio. Aunque la suplementación con magnesio parece mejorar 
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la función y la estructura renal en forma parcial como se observa en la tabla 2; en 

nuestro laboratorio no hemos observado hipomagnesemia en las ratas con 

nefrotoxicidad aguda o crónica como este grupo reporta [11]. Los estudios más 

recientes evalúan el efecto de la pravastatina [84] y de anticuerpos dirigidos contra el 

TGF-β [65]. 

Los resultados que se han obtenido no han sido del todo satisfactorios, ya que 

en la mayoría de los casos sólo se reduce el daño estructural, pero no se consigue el 

reestablecimiento de la función renal ó viceversa. Recientemente en el laboratorio 

observamos que el bloqueo de los receptores de la aldosterona con la 

espironolactona en la nefrotoxicidad crónica por CsA [41] previno tanto la caída de la 

filtración glomerular y redujo el desarrollo de la arteriolopatía y de la fibrosis túbulo-

intersticial. Lo que sugiere que la aldosterona juega un papel fundamental en el 

establecimiento de este tipo de nefrotoxicidad. 
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Tabla 2.  Efecto de diferentes tratamientos farmacológicos utilizados para reducir la 
disfunción renal y las alteraciones estructurales durante la nefrotoxicidad crónica por CsA. 

 

Tratamiento 
 

 

Función Renal  
 

 

Daño Estructural 
 

 

Referencia
 

 

Losartán 
 

 

Acentuó  la caída 
de la  función renal 

 

 

Reducción parcial del 
daño estructural  

 

 

[151]  
 

 

BQ123 
 

 

Mejoría parcial 
 

 

Reducción parcial del 
daño estructural 

 

 

[63]  
 

 

Polisulfato de 
pentosan 

 

 

Sin mejoría 
 

 

Reducción parcial del 
daño estructural 

 

 

[135]  
 

 

Factor de crecimiento 
del endotelio vascular 

 

 

Sin mejoría 
 

 

Reducción parcial del 
daño estructural 

 

 

[75]  
 

 

L-arginina 
 

 

Mejoría parcial 
 

 

Reducción parcial del 
daño estructural 

 

 

[179]  
 

 

Suplemento de 
magnesio 

 

 

Recuperación de la 
función renal 

 

 

Reducción parcial del 
daño estructural 

 

 

[11]  
 

 

Ac anti TGF-β 
 

 

Mejoría parcial 
 

 

Reducción parcial del 
daño estructural 

 

 

[65]  
 

 

Espironolactona 
 

 

Recuperación de la 
función renal 

 

 

Reducción parcial del 
daño estructural 

 

 

[41]  
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II.3 SISTEMA MINERALOCORTICOIDE   

 La aldosterona es un mineralocorticoide cuya función principal es el 

mantenimiento del volumen extracelular a través de aumentar la reabsorción de sodio 

y la secreción de potasio. Este mineralocorticoide es sintetizado por la sintasa de la 

aldosterona en las glándulas suprarrenales, aunque también esta enzima se ha 

observado en otros tejidos incluyendo al riñón. La mayoría de las acciones conocidas 

de aldosterona, tanto en células epiteliales como no epiteliales son mediadas a través 

de la activación de los receptores a mineralocorticoides, los cuales son capaces de 

regular la expresión y trascripción de diversos genes. Los receptores a 

mineralocorticoides se encuentran en el túbulo distal y colector pero, también se han 

encontrado en miocitos, hipocampo, tejido adiposo, cerebro, endotelio vascular [104] 

y recientemente en el aparato yuxtaglomerular [5].  

 

Los glucocorticoides y mineralocorticoides tienen la misma afinidad por los 

receptores de la aldosterona, como los glucocorticoides son más abundantes que los 

mineralocorticoides, la especificidad para que la aldosterona se una a su receptor se 

debe a: 1) los glucocorticoides se unen a proteínas circulantes como la albúmina,  

quedando solo cantidades pequeñas de los glucocorticoides libres para interactuar 

con los receptores 2) La presencia de la enzima 11β−deshidrogenasa hidroesteroidea 

tipo 2 (11βHSD2), la cual degrada a los glucocorticoides permitiendo que solo la 

aldosterona se una a su receptor (Figura 5). Por lo que, la presencia de esta enzima 

es esencial para que la aldosterona ejerza sus efectos.  

En el tejido renal esta enzima se encuentra principalmente en el epitelio del 

túbulo distal y colector, pero también se ha observado en el epitelio y en el endotelio 

glomerular. Además, estudios recientes muestran que la inhibición selectiva de la 

11 βHSD2, induce aumento en la expresión de los receptores de angiotensina II y 

vasoconstricción  [104]. Estas observaciones junto con la presencia de la sintasa de la 
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aldosterona en diferentes tejidos, sugieren que la aldosterona ejerce acciones locales 

en diversos órganos independientes de su acción clásica conocida.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.  Acción de 11β−deshidrogenasa hidroesteroidea (11βHSD2) sobre el cortisol. 

 

II.4 ALDOSTERONA 

 La aldosterona es una hormona mineralocorticoide involucrada en la regulación 

y homeostasis del agua y de los electrolitos al estimular el transporte de iones en el 

túbulo distal [20]. La aldosterona se sintetiza en la zona glomerulosa de las glándulas 

suprarrenales y su síntesis parte del colesterol. Dentro de las principales enzimas que 

participan en la síntesis de la aldosterona se encuentran la colesterol desmolasa 

(enzima limitante) y la sintasa de aldosterona (Figura 6). Una vez que la aldosterona 

se secreta, cerca del 37% permanece en circulación y el resto se une a proteínas 

(principalmente albúmina). Para que la aldosterona no sea blanco de la enzima 

11βHSD2, este aldehído se cicla con el grupo hidroxilo en el carbono 11 para formar 
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la estructura 11,18-hemiacetato [46]. La aldosterona no se almacena dentro de la 

célula disponible para su rápida secreción.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.  Síntesis de aldosterona. 

 

La secreción de la aldosterona por las células de la zona glomerulosa es 

independiente de la regulación del cortisol y los andrógenos y existen al menos tres 

mecanismos que la controlan [173]: 
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1. El sistema renina-angiotensina: La angiotensina II es el principal secretagogo 

de la síntesis de aldosterona, esta hormona se une a sus receptores de 

angiotensina tipo 1 (AT1) localizados en la membrana de las células de la 

glomerulosa. Este receptor se encuentra acoplado a proteínas Gq lo que 

ocasiona aumento en los niveles de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y 

diacilglicerol (DAG) lo que conlleva a un aumento en los niveles de calcio 

citosólico y finalmente vasoconstricción. El incremento en los niveles de calcio 

en la zona glomerulosa de la glándula suprarrenal inducen la secreción de 

aldosterona. 

2. La concentración de potasio sérico: El ión potasio estimula directamente la 

secreción de aldosterona. Además activa localmente el sistema renina-

angiotensina en la capa glomerulosa de la corteza renal. Un incremento tan 

pequeño del potasio sérico de 0.1 meq/L estimula el aumento de los niveles de 

la aldosterona plásmatica. 

3. La concentración de la hormona adrenocorticotropica (ACTH): Cantidades 

fisiológicas de la ACTH estimulan la secreción de la aldosterona. Sin embargo, 

hay reportes donde le dan poca importancia a la ACTH en el control de la 

liberación de la aldosterona, a este respecto se ha reportado que sujetos que 

reciben altas dosis de glucocorticoides con supresión completa de la ACTH 

tienen secreción normal de la aldosterona [173].  

 

Los niveles séricos normales de la aldosterona en humanos son alrededor de 50 a 

100 ng/ml. Esta hormona se metaboliza principalmente en el hígado, se elimina por 

bilis y orina, a nivel hepático se produce una conjugación de grupos sulfato y 

glucorónicos lo que aumenta su solubilidad. 
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Acciones genómicas y no genómicas de la aldosterona 

 Debido a su liposolubilidad, la aldosterona difunde fácilmente al interior de las 

células donde interactúa con el receptor mineralocorticoide esta acción se conoce 

como “efecto genómico” de la aldosterona. La mayoría de las acciones conocidas de 

esta hormona son en las células epiteliales como no epiteliales y son mediadas a 

través de la activación de los receptores a mineralocorticoides, los cuales son capaces 

de regular la trascripción de diversos genes. Una vez que se forma el complejo 

aldosterona-receptor en la células del túbulo distal y túbulo colector, es translocado al 

núcleo donde se une a diferentes regiones promotoras de diversos genes que 

contienen elementos de respuesta a los mineralocorticoides. Los genes más 

conocidos son los que codifican para el transportador sodio:cloro (TSC), la subunidad 

alfa del canal epitelial de sodio (ENaC), el canal epitelial de potasio (ROMK) y la 

ATPasa sodio:potasio localizados en el túbulo distal y en el túbulo colector 

[77;92;137]. El aumento en la expresión de estas proteínas produce la acción clásica 

conocida de aldosterona que es aumentar la reabsorción de sodio y la secreción de 

potasio; este efecto no es inmediato y tarda más de 45 minutos, alcanzando el efecto 

máximo después de varias horas (figura 6) [5]. 

Otras acciones de la aldosterona son las conocidas como efectos “no 

genómicos”, tales efectos no son mediados a través de la unión de la aldosterona a 

su receptor a mineralocorticoide. Se ha reportado en líneas celulares de leucocitos 

mononucleares humanos, células del músculo liso vascular y cardiomiocitos, que la 

aldosterona puede producir acciones rápidas (en segundos) que se caracterizan por 

un aumento en los niveles de inositol trifosfato (IP3) y calcio intracelular [27;170], así 

como la disminución en la actividad de la proteína cinasa C (PKC) y la activación de la 

bomba Na+/K+ ATPasa [104]. Efectos que no fueron revertidos por antagonistas del 

receptor a mineralocorticoide [26;171]. Por lo tanto, la aldosterona puede ejercer 

diferentes acciones por mecanismos independientes al receptor de 

mineralocorticoides. 
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Recientemente Arima y colaboradores, encontraron que la aldosterona causa 

vasoconstricción no genómica en arteriolas aferentes y eferentes de conejo, a través 

de la activación de la fosfolipasa C [10]. Aunado a esto, en estudio aleatorio, doble 

ciego realizado en humanos, mostró que la administración intravenosa de aldosterona 

produce aumento en las resistencias vasculares periféricas y gasto cardíaco 

comparado con el placebo. Estos efectos aparecieron a los 3 min, un curso de tiempo 

demasiado rápido como para explicarlo por vía  genómica [133;172]. Por lo que, se 

ha propuesto que la aldosterona ejerce efectos directos sin modificar la trascripción 

de genes, estos efectos parecen ser mediados por receptores de membrana aun no 

identificados [160] (Figura 7). 

 

 

Figura 7.  Mecanismo genómico y no genómico de la aldosterona.
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Espironolactona: antagonista del receptor de mineralocorticoides 

 La espironolactona es un fármaco diurético que se une al receptor de 

mineralocorticoides y es utilizado en el tratamiento de la hipertensión esencial, la 

insuficiencia cardiaca, la cirrosis hepática asociada a edema y/o ascitis, el síndrome 

nefrótico, el hiperaldosteronismo primario y por sus efectos ahorradores de potasio es 

útil en la hipopotasemia. Es auxiliar en la hipomagnesemia inducida por otros 

diuréticos. La espironolactona también se ha utilizado para tratar el síndrome del 

ovario poliquístico y el hirsutismo.  

Farmacocinética 

La espironolactona se absorbe por el tracto digestivo en un 70 al 90% después 

de la administración oral y se metaboliza principalmente en el hígado. La 

biodisponibilidad del fármaco aumenta con los alimentos debido a que se reduce su 

metabolismo. Sus principales metabolitos activos son la canrenona y la 7-

alfa(tiometil) espironolactona. El tiempo de vida media de la espironolactona es 

alrededor de 1.4 horas sin embargo, la canrenona posee una vida media de 

aproximadamente 16.5 horas, lo que prolonga los efectos biológicos de la 

espironolactona. Tanto la espironolactona como sus metabolitos tienen alta afinidad 

por las proteínas plasmáticas (> 90%). La vía de eliminación de la espironolactona y 

de sus metabolitos es a través de la orina, solo un pequeño porcentaje se elimina por 

la excreción biliar y la leche materna.  

Farmacodinamia 

La espironolactona inhibe de modo competitivo la unión de la aldosterona a su 

receptor mineralocorticoide presente principalmente en el túbulo distal y colector de 

la nefrona. La espironolactona actúa como un diurético ahorrador de potasio, 

causando un aumento en la excreción de sodio y agua, pero preservando el potasio y 

el magnesio. 
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Efectos secundarios  

La espironolactona puede causar arritmias y debido a su estructura esteroide 

(Figura 8) puede causar ginecomastia, disminución de la libido e impotencia en los 

hombres. En las mujeres produce irregularidades menstruales, hemorragias 

postmenopaúsicas, hirsutismo y amenorrea. Estos efectos endocrinos pueden 

traducirse en infertilidad y suelen ser reversibles cuando se discontinua el 

tratamiento. Los efectos gastrointestinales reportados durante el tratamiento con 

espironolactona incluyen anorexia, náusea, vómitos, diarrea, gastritis, dolor 

abdominal, hemorragias y ulceraciones gástricas, también puede inducir cefaleas, 

mareos, confusión mental y ataxia [186]. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Estructura química de la espironolactona  
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La aldosterona en la progresión de enfermedades cardiovasculares y 

renales 

El sistema renina-angiotensina-aldosterona juega un papel importante en la 

patogénesis y progresión de las enfermedades renales y cardiovasculares. Aunque la 

angiotensina II ha sido identificada como el mediador primario del sistema, en 

estudios recientes en humanos y en animales se ha demostrado que la aldosterona, 

también participa en la hipertrofia y la fibrosis cardiovascular. De esta forma se ha 

observado mayor incidencia de hipertrofia vascular en pacientes con 

hiperaldosteronismo que presentan valores bajos de angiotensina II [125]. La 

inhibición de los receptores de aldosterona con espironolactona redujo en un 30% la 

morbilidad y mortalidad de pacientes con insuficiencia cardiaca [118]. Dentro del 

miocardio la aldosterona actúa a través de su receptor a mineralocorticoide 

incrementando los depósitos de colágena y proteínas de la matriz extracelular [180]. 

Se ha reportado que bajas dosis del antagonista del receptor a mineralocorticoide, sin 

afectar la presión sanguínea y poco o nada de efecto sobre la masa ventricular, es 

capaz de prevenir la acumulación de colágena cardiaca en modelos renovasculares y 

modelos de hipertensión por aldosterona [22]. 

Desde el punto de vista renal, muy reciente se reportó que la administración 

continua de la aldosterona en ratas normales induce un aumento en la expresión del 

RNA mensajero de TGF-β [61;72], lo que sugiere que esta hormona podría participar 

en procesos fibróticos intrarrenales. En 1999 Fitzgibbon y colaboradores [42] 

utilizaron las ratas Wistar-Furth, una cepa que posee resistencia a las acciones de la 

aldosterona y encontraron que esta hormona media, al menos en parte, el daño renal 

en el modelo de ablación renal. Por otro lado, existe evidencia de que esta hormona 

es capaz de aumentar tanto los niveles intracelulares de fosfato de inositol [10], los 

receptores de angiotensina II [132], así como de alterar la respuesta vasodilatadora a 

acetilcolina [10], sugiriendo que la aldosterona puede modular el tono vascular ya 
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sea por un efecto directo y/ó por alterar el sistema mineralocorticoide, sin embargo 

los mecanismos exactos aún no están definidos.  

Así mismo, en las ratas espontáneamente hipertensas (SPHR) que desarrollan 

nefropatía maligna, Rocha y colaboradores [122;123] encontraron que la inhibición 

selectiva de los receptores de la aldosterona con la espironolactona previene la 

aparición de proteinuria y desarrollo de glomeruloesclerosis, lo cual no fue observado 

cuando se administró la aldosterona de manera exógena [123]. También, en un 

modelo clásico de progresión de daño renal, el modelo de ablación renal, Greene y 

colaboradores [48] demostraron que la aldosterona juega un papel importante en la 

progresión del daño renal, ya que observaron que el bloqueo de la angiotensina II 

con losartán reduce los niveles de la aldosterona en el plasma, presión sistólica, 

proteinuria y lesiones renales, pero este efecto fue revertido en animales a los que se 

les infundió la aldosterona. Kapturczak y colaboradores [76] encontraron que la 

aldosterona puede jugar un papel muy importante en la iniciación y progresión de la 

nefropatía diabética en humanos. Estos autores encontraron que el bloqueo de los 

receptores de la aldosterona con la espironolactona reduce 30% de la albuminuria en 

pacientes diabéticos tipo 1 que ya presentaban nefropatía. 

Además de las acciones fibróticas de la aldosterona, existe evidencia de que a 

éste mineralocorticoide puede alterar el tono vascular, pero el mecanismo no se 

conoce con exactitud. Se ha observado que la aldosterona aumenta el efecto 

vasoconstrictor de las catecolaminas [167], altera la respuesta vasodilatadora a 

acetilcolina [148], aumenta la expresión de los receptores β−adrenérgicos [67] y de 

la angiotensina II [131;132]. Otros efectos adversos reportados de la aldosterona 

sobre la vasculatura se incluyen la disfunción endotelial, la vasoconstricción y la 

aterogenésis. La disfunción endotelial es precursora de enfermedad cardiovascular y 

esto puede ser una anormalidad temprana de daño vascular mediado por la 

aldosterona en modelos animales [71;119;147]. También se ha propuesto que la 



                                                                                                                        ANTECEDENTES 

 41

aldosterona produce vasoconstricción renal a través de un efecto directo no 

genómico [10;104] (Figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La aldosterona en la nefrotoxicidad inducida por la CsA 

 Como se mencionó anteriormente, la nefrotoxicidad por CsA se acompaña de 

la activación del sistema renina-angiotensina-aldosterona y aumento en la expresión 

de TGF-β, efectos que parecen ser regulados en parte por la aldosterona. En un 

estudio reciente de nuestro laboratorio evaluamos si la aldosterona participaba en el 

desarrollo de nefrotoxicidad por CsA en la rata [41], donde se muestra que el 

bloqueo de los receptores de la aldosterona en la nefrotoxicidad crónica inducida por 

la CsA previno la caída de la función renal, estos resultados apoyan fuertemente que 

la aldosterona ejerce acciones vasoactivas en este modelo de nefrotoxicidad, sin 

embargo, no sabemos si esto es mediado por aumento en las vías vasoconstrictoras o 

disminución de vías vasodilatadoras o ambas (vías vasoactivas) en el tejido renal o 

por un efecto directo de la aldosterona sobre la vasculatura renal.  

 

 

ALDOSTERONA Vasoconstricción Inflamación

Aterosclerosis Remodelación vascular 

TrombosisDisfunción endotelial 

Figura 9.  Efectos adversos de la aldosterona sobre la vasculatura.
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II.5 VÍAS VASOACTIVAS EN EL TEJIDO RENAL 

Sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) 

 El SRAA juega un papel crítico en la regulación de la presión sanguínea y el 

balance de sal en los mamíferos. Este sistema engloba un conjunto de reacciones 

químicas en forma de cascada enzimática (figura 10), que es desencadenada por la 

liberación de renina, una proteasa producida en las células del aparato 

yuxtaglomerular del riñón [111]. La liberación de renina está regulada por la acción 

de diferentes factores que actúan sobre las células yuxtaglomerulares de entre los 

cuales destacan: estimulación simpática de los vasos renales, disminución de la 

presión de perfusión al riñón, mecanismo baroreceptor en las células 

yuxtaglomerulares, mecanismo de la mácula densa; factores humorales como: 

angiotensina II y endotelina 1, entre otros. La liberación de la renina se realiza a 

través del incremento de la formación de AMP cíclico, el cual estimula la exocitosis de 

esta enzima [165]. 

 Una vez liberada la renina, esta actúa sobre su sustrato, el angiotensinógeno 

de origen hepático cuya reacción tiene como producto el decapéptido angiotensina I, 

sobre el cual actúa la enzima convertidora de angiotensina dando finalmente origen 

al octapéptido vasoactivo: angiotensina II, esta conversión ocurre en el pulmón 

(figura 9). Esta última interactúa con receptores de membranas del tipo 1 y 2 (AT1 y 

AT2), ubicados en el sistema cardiovascular, sistema nervioso, glándulas 

suprarrenales y renal [157;184]. En los roedores se han encontrado subclases del 

receptor AT1, que son los subtipos AT1A y AT1B. Otra acción de angiotensina II es la 

de estimular la liberación de aldosterona. El paso limitante de este sistema es la 

liberación de renina 

 La angiotensina II es más conocida por su potente efecto vasoconstrictor, sin 

embargo posee diversas funciones en el organismo. Afecta la función renal actuando 

sobre el flujo sanguíneo, la filtración glomerular y sobre el transporte tubular, al 

aumentar la actividad del intercambiador Na+/H+ en el túbulo proximal. También 
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estimula la contracción del mesangio glomerular y el depósito de fibronectina y 

colágena [2]. Por otro lado, estimula el crecimiento de la pared de los vasos en el 

organismo, en especial a nivel renal [147]. Esto provoca la disminución de la luz de la 

vasculatura renal. 

 Se ha reportado que todos los componentes de SRAA están presentes en el 

riñón [142]. El receptor AT1 es el receptor más abundante y se localiza en la arteriola 

aferente y eferente, el glomérulo y el túbulo proximal tanto en los animales como en 

los humanos y se encarga de regular las acciones vasoconstrictoras de angiotensina 

II [136], de la reabsorción de sodio y agua, pero también promueve la hipertrofia 

celular, la proliferación y los depósitos de matriz extracelular en el riñón, así como la 

estimulación de la secreción de TGF-β [73]. El receptor AT2 se localiza en la corteza 

renal en particular en las arteriolas interlobulares pero no en el glomérulo, además es 

muy abundante en el tejido fetal pero disminuye rápidamente después del nacimiento 

[95] y la unión de la angiotensina II a este receptor produce vasodilatación.  

 En cuanto a la participación del SRAA en la nefrotoxicidad crónica por la CsA se 

ha demostrado un incremento en la secreción y liberación de renina lo que induce un 

aumento de los niveles de angiotensina II. En experimentos realizados en ratas con 

nefrotoxicidad crónica por la CsA, Shihab y colaboradores [139] observaron que la 

administración de inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina o de los 

receptores AT1 reduce la fibrosis túbulointersticial, pero la función renal se ve más 

comprometida, por lo que, esto resultados sugieren que la angiotensina II participa 

en el establecimiento de la fibrosis y no en la disfunción renal. 
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Figura 10. Sistema renina-angiotensina. ACE= enzima convertidora de angiotensina, FSR= flujo 
sanguíneo renal, Pcg= presión capilar glomerular, TGF-β= factor de crecimiento transformante beta, 
PAI-1= factor activador inhibidor del plasminógeno 1. 
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Endotelina 

La endotelina (ET-1) es un péptido de 21 aminoácidos derivado del endotelio 

celular y es el agente vasoconstrictor más potente del organismo [178], aunque 

también se ha reportado que es producido por células no endoteliales, tales como 

células del epitelio renal y células mesangiales. La ET-1 produce vasoconstricción y 

aumento de la presión arterial. La ET-1 actúa sobre dos receptores: ETA y ETB; el 

RETA media vasoconstricción, infiltración de células mononucleares y producción de 

proteínas de matriz extracelular, mientras que el RETB media vasorelajación 

dependiente de endotelio vía prostaciclinas y óxido nítrico [35;177] (figura 11). La 

ET-1 controla diversas funciones renales, tales como aumento en las resistencias 

vasculares, contracción de células mesangiales, reducción de la reabsorción de sodio 

y potasio en la nefrona, estimulación de la acumulación de matriz extracelular, 

disminución del flujo renal y de la filtración glomerular y su bloqueo previene estos 

efectos; es por ello que se ha propuesto que ET-1 puede ser un mediador en la 

progresión de daño renal [37;79]. 

 Como se menciono anteriormente, en la nefrotoxicidad inducida por CsA se 

encuentran involucrados diversos sistemas vasoactivos. En cuanto a ET-1 se ha 

reportado que la CsA estimula su producción tanto in vivo como in vitro [23;80], y 

aumenta la expresión del RNA mensajero de ETA [101]. Interesantemente, la 

disfunción renal inducida por CsA correlaciona con incremento urinario de ET-1 en 

humanos y en ratas [116] e incluso la vasoconstricción renal aguda y crónica inducida 

por la CsA es parcialmente inhibida con el uso de anticuerpos y bloqueadores del 

receptor ETA (BQ123)[63;80]. 
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Prostaglandinas 

En el riñón las prostaglandinas son importantes mediadores del tono vascular, 

del balance de agua y sodio y de la liberación de renina. La síntesis de las 

prostaglandinas se inicia con la liberación del ácido araquidónico de la membrana 

celular y por acción de la enzima ciclooxigenasa (COX) con el ácido araquidónico se 

sintetizan el tromboxano, las prostaciclinas y las prostaglandinas.  La enzima COX 

está conformada principalmente por dos miembros: COX-1 y COX-2. COX-1 es una 

enzima que se expresa amplia y constitutivamente en el organismo. Cuando COX-1 se 

activa se producen principalmente prostaciclinas las cuales evitan la agregación 

plaquetaría y es citoprotectora en el tracto gastrointestinal; mientras que COX-2 es 

inducible y se expresa durante procesos inflamatorios [143], aunque en algunos 

órganos también se expresa en forma constitutiva, como es el caso del riñón. En el 

Figura 11. Efecto de la endotelina sobre sus receptores ETA y ETB. ECE= enzima convertidora de 
endotelina, Gqα=proteína Gq, PGI2= prostaciclina 2, NO= óxido nítrico. 
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tejido renal COX-2 se expresa en el glomérulo, en el asa ascendente gruesa de Henle 

y en la macula densa y parece regular la secreción de renina [54]. Al igual que 

interleucina 2, el gen de COX-2 también contiene sitios de unión para NFAT en la 

región promotora, por lo que este factor regula la transcripción del gen de COX-2 

(Figura 12)[145].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adenosina 

 La adenosina es un nucleósido de adenina el cual se origina por el 

rompimiento intracelular o extracelular del trifosfato de adenosina (el ATP) o por la 

hidrólisis de S-adenosil-L-homocisteina. Por la naturaleza de los nucleótidos de 

adenosina todas las células son productoras de adenosina [146]. La adenosina tiene 

una función importante parácrina en la regulación de la hemodinámica renal [103]. 

Figura 12. Efecto de las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) en el organismo.
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También se sabe que la adenosina modula el tono de la arteriola aferente y eferente 

modificando de esta forma la filtración glomerular [60]. Los efectos de la adenosina 

son mediados por cuatro receptores específicos: Ad1, Ad2a, Ad2b y Ad3, todos ellos 

pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteínas G y se expresan 

constitutivamente en el tejido renal [110]. Los receptores Ad1 se expresan en los 

vasos preglomerulares, en el aparato yuxtaglomerular, en los conductos corticales 

medulares y en la vasa recta de la medula externa; los Ad2a se encuentran en el 

glomérulo, la arteriola aferente y vasa recta; los Ad2b en los vasos preglomerulares 

(solo en rata, por lo que se dice que son especie especifica), la vasa recta 

descendiente, el túbulo distal y el asa ascendente gruesa de Henle, mientras que los 

Ad3 se expresan poco en el riñón y su localización no ha sido definida [82;164].  

 Actualmente se considera a la adenosina como factor vasoactivo debido a que 

produce vasoconstricción y/o vasodilatación en las células del músculo liso vascular 

dependiendo de los receptores a los que se une y del tejido donde ejerce sus efectos. 

Específicamente, en el tejido renal se ha observado que la adenosina produce 

vasodilatación cuando se une a los receptores Ad2a y Ad2b los cuales están acoplados 

a proteínas Gs (estimuladora) y activan a la proteína cinasa A (figura 13). Hay 

reportes donde indican que el receptor Ad2a regula la circulación sanguínea en la 

medula renal [82] mientras que el receptor Ad2b controla el flujo sanguíneo 

intrarrenal [168]. En cambio, la adenosina produce vasoconstricción cuando se une a 

su receptor Ad1 el cual esta acoplado a proteínas Gi (inhibidora) y a la proteína Gq en 

las células del músculo liso vascular [52] (figura 13). Aunque se conoce poco del 

papel fisiológico renal de la adenosina, se ha propuesto que participa en el 

mantenimiento de la función renal a través de tres vías: por la regulación del tono 

vascular renal, por su participación en la regulación del sistema retroalimentario 

túbulo-glomerular [146] y en la secreción de la renina [112;144]. 
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Figura 13. Efecto de la adenosina sobre sus receptores. Ad1, Ad2a, Ad2b y Ad3= receptores de 
adenosina, Gq= proteína G, Gi= proteína G inhibidora, Gs= proteína G estimuladora, 
AMP=adenosina monofosfato, ATP= adenosina trifosfato, PLC= fosfolipasa C, DAG= diacil glicerol, 
IP3= trifosfato de inositol. 
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Renina 

La renina es una enzima especie-específica encargada de producir 

angiotensina I. Esta enzima se sintetiza como preprorenina en las células granulares 

del aparato yuxtaglomerular. La síntesis de la renina inicia como un pro-péptido 

llamado prorenina, el cual es convertido a renina en las células secretoras de renina 

del músculo liso de la arteriola aferente glomerular [29]. La secreción de la renina del 

aparato yuxtaglomerular en el riñón se controla principalmente por la presión de 

perfusión renal, la actividad renal del sistema nervioso simpático, la mácula densa y 

una variedad de agentes humorales y parácrinos.  

En la nefrotoxicidad experimental aguda y crónica, la ciclosporina aumenta los 

gránulos de renina en las células secretoras de renina de la arteriola aferente así 

como su liberación [78]. Sin embargo, no se conoce si este efecto resulta de la 

intensa vasoconstricción que produce la CsA o del efecto directo de este fármaco 

sobre estas células o bien de ambos factores.    

 

Receptor de Renina 

 Recientemente, se ha reportado la existencia de dos receptores que se unen 

con la misma afinidad a la renina y a la pro-renina efecto que es independiente del 

papel enzimático de renina sobre el angiotensinógeno. Uno es el receptor de manosa-

6-fosfato y el otro es un receptor específico. El receptor de la manosa-6-fosfato se ha 

localizado en miocitos de rata [156] y en las células del endotelio humano [7] y une 

exclusivamente a las formas glicósiladas de la renina y de la pro-renina. Lo que 

produce internalización y degradación de la renina en el citoplasma. Por lo que este 

receptor parece tener un efecto depurador de la renina plasmática. Por el contrario, 

el receptor específico de la renina o de la pro-renina se clonó de una librería de DNA 

complementario de riñón humano y es una proteína de 350 aminoácidos con un solo 

dominio transmembrana y no es homólogo con ninguna proteína de membrana 

conocida [105;106]. El mismo grupo que lo clonó [107] en un trabajo posterior 
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reportaron que el receptor de la renina induce la fosforilación de residuos de serina y 

treonina asociadas con la activación de proteínas cinasas activadas por mitógeno 

(MAPK, por sus siglas en inglés), principalmente las proteínas cinasas 1 y 2 reguladas 

por señales extracelulares (ERK1 y ERK2) y también parece que este receptor actúa 

como cofactor ya que incrementa la eficiencia del rompimiento del angiotensinógeno 

hacia angiotensina I por la renina lo que facilita la formación de angiotensina II. 

Recientemente Huang y colaboradores [62] realizaron experimentos en cultivos de 

células mesangiales de humano y de rata, donde reportan que la renina y la pro-

renina al unirse a este receptor específico aumenta la expresión del factor 

transformante beta (TGF-β) mecanismo que fue independiente de la generación y/o 

acción de angiotensina II (figura 14). Este receptor ayuda a explicar la existencia de 

pro-renina activa que puede mediar acciones patofisiológicas como en la diabetes 

donde hay niveles bajos de renina y altas concentraciones de pro-renina [187]. A 

este respecto recientemente se observó que ratones transgénicos que sobreexpresan 

al receptor de renina desarrollan glomérulosclerosis y proteinuria. Todos estos 

resultados sugieren fuertemente que la renina, no solo es la enzima responsable de 

producir angiotensina I, sino que ella “per se” puede mediar acciones locales 

intrarrenales a través de sus receptores, aunque se requerirán mas estudios para 

elucidar las acciones y el mecanismo de daño de la pro-renina y de la renina a través 

de este receptor. 
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Figura 14. Producción de TGF-β en cultivos de células mesangiales por acción de la renina. El 
aumento de TGF-β parece ser mediado por tres diferentes vías reguladas por pro-renina y/o 
renina. a) La síntesis de angiotensina II activa la síntesis de TGF-β en las células mesangiales. b) 
La unión de la renina y/o pro-renina al receptor de la renina permite la activación enzimática de 
pro-renina e incrementa la actividad catalítica de la renina lo que aumenta la síntesis de 
angiotensina II y esta a su vez activa la síntesis de TFG-β. c) La unión de la renina y/o pro-renina 
al receptor de la renina puede activar la síntesis de TGF-β. Ang = angiotensinógeno, TGF-β= 
factor de crecimiento transformante beta. 
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III. OBJETIVOS GENERALES 
 

I. Estudiar si la administración de espironolactona revierte o evita la 

nefrotoxicidad aguda inducida por la CsA.  

II. Evaluar el o los mecanismos responsables por los cuales la aldosterona 

modifica el tono vascular renal.  

III. Estudiar la participación de los factores vasoactivos en el efecto protector 

conferido por la espironolactona. 

IV. Estudiar si la administración de espironolactona revierte o evita la progresión 

de la función y de la estructura renal durante la nefrotoxicidad crónica por CsA 

previamente establecida. 

 
 

 

III.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Estudiar el efecto del bloqueo de los receptores de aldosterona con 

espironolactona sobre la nefrotoxicidad aguda producida por CsA.  

2. Estudiar la influencia de la aldosterona y el bloqueo de sus receptores sobre la 

expresión génica intrarrenal de factores vasoactivos, durante la nefrotoxicidad 

crónica producida por CsA. 

3. Evaluar si la administración de CsA modifica la expresión de la vía 

mineralocorticoide intrarrenal. 

4. Estudiar si el bloqueo de los receptores de aldosterona revierte la 

nefrotoxicidad crónica por ciclosporina previamente establecida. 
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IV. MATERIAL Y METODOS 
 

IV.1 INCLUSIÓN DE GRUPOS EXPERIMENTALES  

 Protocolo 1: Nefrotoxicidad aguda: se incluyeron cuatro grupos de ocho ratas 

Wistar macho cada uno, con peso de 300-350 g. El primer grupo formado por 

ratas normales recibieron aceite de olivo como vehículo (V, n= 8), el otro 

grupo recibió CsA a una dosis de 30 mg/Kg, vía subcutánea (s.c., n= 10), otro 

grupo recibió espironolactona (Es), 20 mg/Kg, vía intragástrica (i.g., n= 8) y 

finalmente el cuarto grupo recibió CsA+Es (n= 10). Los tratamientos fueron 

administrados diariamente durante 7 días. Las ratas tratadas con ciclosporina 

tuvieron libre acceso a agua y alimento, mientras que las ratas control 

recibieron alimentación pareada, es decir, la cantidad de alimento que 

consumieron fue el promedio consumido por los animales tratados con CsA 

(Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Protocolo de nefrotoxicidad aguda inducido por la CsA. n= número de ratas utilizadas 
en este protocolo, V= vehículo, CsA= ciclosporina, Es= espironolactona, CsA+Es= ciclosporina 
mas espironolactona.  
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 Protocolo 2: Nefrotoxicidad crónica: se estudiaron cinco grupos de seis ratas 

Wistar macho cada uno, con peso de 300-320 g. Cuatro fueron alimentados 

con dieta baja en sodio y se dividieron en: vehículo (V, n= 6), CsA (30 mg/k 

s.c., n= 9), Es (20 mg/kg i.g., n= 6) y CsA+Es (n= 10) durante 3 semanas. El 

quinto grupo estuvo compuesto por ratas normales que recibieron dieta 

normal. Al igual que en la nefrotoxicidad aguda los grupos controles (V y Es) 

recibieron alimentación pareada con respecto los grupos experimentales (CsA 

y CsA+Es). Diariamente se registró peso corporal, ingesta de agua y alimento 

(Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Protocolo de nefrotoxicidad crónica inducido por la CsA. n= número de ratas utilizadas 
en este protocolo, V= vehículo, CsA= ciclosporina, Es= espironolactona, CsA+Es= ciclosporina 
mas espironolactona.  
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Protocolo 3: Nefrotoxicidad crónica por CsA previamente establecida: Como 

muestra la figura 16, se incluyeron cuatro grupos de diez ratas Wistar macho cada 

uno, con peso de 300-330 g y se alimentaron con dieta baja en sodio por 36 días. 

Se dividieron en dos grupos: dos controles y dos experimentales. Las ratas control 

recibieron aceite de olivo (V, n= 6) durante todo el experimento y a uno de los 

grupos además se administró espironolactona  (20 mg/K vía i.g., n= 6) a partir 

del día 18 y hasta finalizar el experimento. Los otros dos grupos fueron los 

experimentales a los que se les administró CsA (15 mg/K s.c., n= 9) durante 36 

días y justo al día 18 la mitad de los animales tratados con ciclosporina fueron 

tratadas también con espironolactona (n= 9) hasta finalizar el experimento 

(Figura 17). Cabe mencionar que en todos los grupos experimentales se registró 

diariamente el peso corporal, la ingesta de alimento y agua. Los grupos controles 

fueron alimentados en forma pareada con los grupos experimentales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 17. Diseño experimental en la nefrotoxicidad crónica por ciclosporina ya establecida. n= 
número de ratas utilizadas en este protocolo, V= vehículo, CsA= ciclosporina, Es= espironolactona, 
CsA+Es= ciclosporina mas espironolactona. 
 

 



                                                                                                                        ANTECEDENTES 

 57

IV.2 ESTUDIOS FISIOLÓGICOS   

Depuración de creatinina 

 Un día antes de finalizar los diferentes tratamientos, las ratas se colocaron en 

jaulas metabólicas de manera individual y se recolectó la orina de 24 horas para 

determinar el flujo urinario (volumen de orina/tiempo de recolección) y 

posteriormente se determinó la concentración de creatinina en suero y orina. La 

depuración de creatinina se calculó mediante la siguiente ecuación: 

 

 

 

 

Filtración glomerular 

 Una vez que las ratas se retiraron de la jaula metabólica, se anestesiaron con 

pentobarbital sódico (30 mg/kg de peso corporal, vía intraperitoneal) y las ratas se 

mantuvieron dormidas por la administración de dosis suplementarias en el peritoneo. 

La preparación quirúrgica se realizó por medio de microcirugía de la siguiente forma: 

se colocó a la rata en una mesa termoregulada a 37°C, se cateterizó la tráquea con 

un tubo de polietileno PE-240, las venas yugulares y la arteria femoral con tubo de 

polietileno PE-50 y la vejiga con tubo de polietileno PE-90. Durante todo el 

experimento se registró la presión arterial media utilizando un polígrafo de Grass. 

Las ratas se mantuvieron en condiciones de euvolemia (sin aumento o disminución 

de volumen) por la infusión de 10 ml/kg de plasma durante la cirugía a una 

velocidad de 7 ml/hr, seguida de una infusión de inulina al 5% a una velocidad de 

1.3 ml/hr. Después de un periodo de equilibrio de aproximadamente 45 min, se 

recolectó la orina durante 30 minutos; se tomaron muestras de sangre de la arteria 

femoral al inicio y al final de la recolección. El volumen de sangre que se recolectó 

se reemplazó con sangre de una rata donadora a través de la vena yugular. En el 

 Flujo urinario * [Creatinina en orina] 
[Creatinina en suero]  

Depuración de 
Creatinina =  
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plasma y la orina recolectados se cuantificó la concentración de inulina utilizando el 

método modificado de Davidson y Sackner [31]. 

 

Flujo sanguíneo renal (FSR)  

 Para medir el flujo sanguíneo renal, una vez realizada la cirugía y con el animal 

estable se disecó la arteria renal izquierda y se colocó una sonda alrededor de la 

arteria renal, la cual fue conectada al flujómetro Transonic System en donde se 

registró en forma continua el flujo sanguíneo renal. 
 

 

IV.3 MÉTODOS ANALÍTICOS   

 

Determinación de inulina 

 La determinación de inulina se realizó en plasma y orina por el método 

modificado de Davidson y Sackner [31]. La reacción de antrona constituye la base de 

un método conveniente para la determinación de hexosas y aldopentosas, en el cual 

el medio ácido hidroliza el enlace glicosídico de la sacarosa y los monosacáridos 

resultantes reaccionan con la antrona produciendo un color verde. Brevemente, las 

muestras de plasma se desproteinizaron mediante la adición de 250 µl de  ácido 

tricloroacético 1 N y se centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 min. Las orinas se 

diluyeron desde 1,000 hasta 2,500, dependiendo de su concentración.  

La reacción se lleva a cabo mediante la adición de una solución de antrona 

(0.08 mg/100 mL), la cual se prepara mezclando 100 mg de antrona más 100 mL de 

H2SO4 concentrado y frío más 26 mL de H2O destilada, la solución anterior debe estar 

todo el tiempo sobre hielo y protegida de la luz. Una vez terminada la 

desproteinización de los plasmas, las diluciones de las orinas y la solución de antrona, 

se colocan 100 µL de cada muestra en un frasco y se les adicionan 500 µl de la 

solución de antrona, se agitan e incuban en baño maría a 45oC durante 50 min. 
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Finalmente las absorbancias se leen en un espectrofotómetro marca Beckman modelo 

DU 640 a una longitud de onda de 620 nm. Cabe mencionar que en cada 

determinación se corrió una curva estándar con un rango de concentración de 10-50 

µg/mL. Se midió el volumen de orina para determinar el flujo urinario (volumen de 

orina/tiempo de recolección). La tasa de filtración glomerular se calculó con la 

siguiente ecuación:  

 

 

 

 

Creatinina 

 La concentración de creatinina en suero, plasma y orina se determinó 

utilizando el método cinético de Jaffé [56] utilizando un equipo automatizado 

analizador de químicas Technicon RA-1000. La determinación se basa en la reacción 

del ácido pícrico con la muestra en medio alcalino, donde se forma un complejo color 

rojo. La velocidad de formación del complejo se mide bicromáticamente por 

detectores a 520 y 560 nm y la formación de este complejo es directamente 

proporcional a la concentración de creatinina en la muestra. 

 

Sodio y potasio  

 El sodio y el potasio se determinaron en suero por el método ión-selectivo 

utilizando el aparato analizador de electrolitos Nova-4. 

 

Concentración de CsA en sangre total 

 La concentración de CsA en sangre total se determinó mediante la técnica de 

polarización fluorescente (FPIA). En esta técnica se aplica un inmunoensayo de unión 

competitiva, en donde la ciclosporina compite con una molécula similar marcada con 

fluoresceína por sitios de unión a anticuerpos dentro de una solución. La 

Flujo plasmático * [inulina en orina] 
[inulina en suero] 

Depuración de 
Inulina  = 
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concentración de ciclosporina en sangre es inversamente proporcional a la 

concentración de la molécula marcada unida al anticuerpo. 

 

IV.4 ESTUDIOS HISTOLÓGICOS 

 Una vez que se finalizó con los diferentes tratamientos experimentales, las 

ratas se anestesiaron con pentobarbital sódico (30 mg/kg de peso corporal, vía 

intraperitoneal) y se realizó microcirugía para cateterizar las arterias femorales, con 

una de ellas se registro la presión y por la otra se perfundió el riñón. Mediante una 

incisión en la cavidad abdominal se ligó la arteria y vena renal derecha y rápidamente 

se removió el riñón (el cual se utilizó para los estudios moleculares). Posteriormente 

se ligó la aorta por arriba de las arterias renales y la arteria mesentérica y se hizo una 

pequeña incisión en la vena y por una de las arterias femorales se perfundió el riñón 

izquierdo con solución salina a una presión constante y similar a la tensión arterial 

que tenía previamente la rata, una vez que se limpió el riñón de sangre se pasó el 

formaldehído al 10% para fijar el riñón. Se extrajo el riñón, se incluyó en parafina y 

se hicieron cortes de 3 micras para posteriormente teñirlos con PAS (ácido per-iódico 

de Schiff), para el análisis de arteriolopatía y Masson para la cuantificación de 

fibrosis. Para los estudios de microscopía de luz se utilizó un microscopio Nikon 

triocular modelo Eclipse 80i conectado a una cámara digital y las imágenes 

digitalizadas se evaluaron en el programa eclipse net. La arteriolopatía se analizó en 

los tejidos teñidos con PAS con el objetivo 40X, para lo cual se contó el número total 

de glomérulos en cada laminilla y el número de glomérulos que presentaban 

arteriolas dañadas y se calculó el porcentaje de arteriolopatía; los resultados se 

expresaron como el porcentaje de arteriolas afectadas sobre el número total de 

arteriolas.  

Posteriormente se realizaron 3 mediciones del espesor de la pared de cada 

arteriola preglomerular incluyendo un total de, al menos, 25 arteriolas por cada rata; 

los resultados se expresan como el promedio del grosor arteriolar en cada grupo ± el 
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error estándar. Se midió el diámetro glomerular de todos los glomérulos presentes 

(alrededor de 500 glomérulos por grupo) utilizando el objetivo 10X; para esto se 

tomaron 3 mediciones del diámetro de cada glomérulo, se obtuvo el promedio y los 

glomérulos se agruparon por rangos, se utilizó el software Eclipse Net de la marca 

Nikon. El grado de fibrosis túbulo-intersticial se evaluó con la tinción de Masson, para 

ello se realizó un análisis morfométrico computarizado, donde se digitalizaron 5 

campos subcorticales utilizando el objetivo 10X. Se midió el área de fibrosis y el área 

total por campo excluyendo glomérulos y se calculó el porcentaje de fibrosis. 

 

IV.5 ESTUDIOS MOLECULARES 

 Los riñones obtenidos de los diferentes grupos experimentales se colocaron en 

solución salina fría y mediante un corte sagital se dividió macroscópicamente la 

médula de la corteza renal; los tejidos se cortaron y se congelaron rápidamente en 

nitrógeno líquido y se guardaron a –80ºC. 

 

Extracción de RNA 

 El RNA se extrajo mediante homogenización en tiocianato de guanidina y 

ultracentrifugación a través de un gradiente discontinuo de cloruro de cesio [129]. 

Para determinar la calidad del RNA se cuantificó su concentración por 

espectrofotometría de UV y se separó en geles de agarosa/formaldehído para 

visualizar las bandas 28 y 18S. Para evitar cualquier contaminación con DNA todas las 

muestras se incubaron con DNAsa I libre de RNAsa a 37ºC por 15 min. El RNA se 

extrajo con un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) y se 

precipitó con acetato de sodio y etanol. 

 

TR- transcripción reversa 

Para obtener el DNA complementario a partir de RNA se utilizó la reacción de 

la transcripción reversa (TR) con 10 µg de RNA total de la corteza renal. Previamente 
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el RNA se lleva a 65ºC por 10 min. La reacción se incuba a 37ºC por 60 min, en un 

volumen final de 20 µl, utilizando 200 U de transcriptasa reversa del virus de la 

leucemia en el mono (Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase, MMLV, 

Stratagene), 100 pmol de hexámeros al azar (random primers, Life Technologies), 

0.5 mM de cada dNTP (una mezcla de dCTP, dATP, dGTP, dTTP,  Sigma) y 1X de 

buffer de TR (75 mM KCl; 50 mM Tris-HCl; 3 mM MgCl2; 10 mM DTT, pH 8.3). Al 

finalizar el tiempo de reacción, las muestras se llevaron a 95oC por 5 min para 

inactivar a la transcriptasa reversa. Se incluyeron controles negativos, los cuales eran 

muestras problema con todos los reactivos para la TR, pero sin transcriptasa reversa. 

 

PCR semicuantitativa  

 Para la reacción en cadena de la polimerasa, se utilizo DNA complementario 

obtenido de la transcriptasa reversa para amplificar los fragmentos específicos para 

los siguientes genes: angiotensinógeno, prorenina, receptor de renina, 

preproendotelina 1, los receptores de angiotensina II AT1A y AT1B así como los 

receptores de endotelina ETA y ETB, ciclooxigenasa 2 (COX-2), los receptores de 

adenosina Ad1, Ad2a, Ad2b y Ad3 y de la vía mineralocorticoide, el receptor a 

mineralocorticoide y la enzima 11β-deshidrogenasa hidroesteroidea tipo 2 (11β-

HSD2). Se amplificó β-actina como gen control. En la tabla 3 se detalla la secuencia 

de todos los oligonucleótidos utilizados, los cuales fueron reportados en trabajos 

previos y se obtuvieron de Invitrogen (Gaithersburg, MD).  

Se utilizó un décimo de reacción de TR de cada muestra para realizar la PCR 

en un volumen final de 20 µl. Esta reacción se realizó en presencia de 0.2 µCi de 

[α32P] dCTP (~3,000 Ci/mmol, 9.25 MBq, 250 µCi); 2 µl buffer 1X PCR (10 mM tris-

HCl; 1.5 mM MgCl2; 50 mM KCl, pH 8.3); 0.2 mM de cada dNTP, 10 µM de cada par 

de oligonucleótidos y una unidad de Taq DNA polimerasa (Stratagene). Se realizó una 

cinética de amplificación para calcular el número de ciclos óptimo para cada par de 

oligonucleótidos, en la cinética se obtienen dos fases: la exponencial y de meseta, se 
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utilizó la fase exponencial para obtener el numeró ideal de ciclos en cada uno de los 

genes, como previamente se reportó [121;16;17]. Las reacciones de PCR se llevaron 

a cabo en un termociclador Whatman Biometra, Goettingen, Germany. El gen control 

se amplificó simultáneamente con cada reacción problema.  

Para el análisis del producto de PCR la mitad de cada reacción se corrió en 

geles de acrilamida al 5%. Las bandas se tiñeron con bromuro de etidio, se revelaron 

con luz UV, se cortaron y cada banda se colocó en 1 ml de líquido de centelleo 

(Ecolume, ICN, Aurora, OH). El fósforo radiactivo incorporado en cada banda se midió 

en cuentas por minuto en un contador de centelleo (Beckman LS6500, Fullerton, CA). 

Todas las reacciones se realizaron por triplicado. La expresión de cada isoforma se 

evaluó por triplicado y de forma individual en cada grupo estudiado. Los controles 

negativos se incluyeron en cada reacción. 
  

PCR en tiempo real (cuantitativa) 

 Se utilizó un equipo ABI 7000 Prism (Applied Biosystems) y se emplearon 

sondas para PCR marcadas con FAM o VIC TaqMan® de Applied Biosystems, los 

cuales son específicos para detectar y cuantificar secuencias de DNA complementario 

sin detectar DNA genómico. FAM (6-carboxifluoresceína) y VIC son utilizados como 

reporteros fluorescentes; estos conjugados detectan cada copia amplificada. La 

cantidad de fluorescencia de FAM o VIC emitida en cada reacción se midió en función 

del número de ciclos de PCR. Mediante esta técnica se evaluó la expresión de: TGF-β, 

el receptor AT2 de angiotensina II y la molécula de daño renal (Kim-1, por sus siglas 

en inglés). Las sondas utilizadas fueron: Rn00572010_m1 para TGF-β, 

Rn00560677_s1 para el receptor AT2 y Rn00597703_m1 para Kim-1. Estas sondas 

fueron prediseñadas y probadas por Applied Biosystems. Se utilizó el RNA ribosomal 

(18s) como gen control. El volumen total de la reacción fue de 15 µl, se utilizaron 3 µl 

de muestras de DNA complementario, 7.5 µl de MasterMix, 3.9 µl de agua y 0.6 µl de 

sonda (primer especifico para cada reacción, Tabla 3). La reacción de PCR se realizó 
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en placas de reacción de 96 pozos utilizando DNA complementario a partir de 2.5 ng 

del total de RNA aislado de forma individual de cada muestra de corteza renal.  

Las condiciones de reacción utilizadas fueron las siguientes: 10 min a 95oC 

seguida de 40 ciclos a 95oC por 1 min, y 1 min a 60oC. Los resultados se registraron 

utilizando un software de ABI PRISM 7000 SDS (Applied Biosystems). Se obtuvo el 

ciclo de umbral (CT) de cada reacción de PCR, el CT es definido como el número de 

ciclos al cual la cantidad del blanco amplificado alcanza un umbral fijo. La relación de 

expresión del gen problema con el gen control fue determinado por 2-∆∆CT, donde: 

∆∆CT= ∆CT (Gen problema) - ∆CT (Gen control (18S)) 

∆CT (Gen problema) = CT (Gen problema) – CT (18S) 

∆CT (Gen normal) = CT (Gen normal) – CT (18S) 

 El valor de CT de cada gen en cada muestra se determinó por triplicado y los 

resultados fueron analizados como la relación entre el gen problema/18S RNA 

ribosomal (gen constitutivo). 

 

IV.6 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 Los datos se presentaron como el promedio ± el error estándar y la 

significancia estadística se alcanzó cuando el valor de P fue menor que 0.05. Los 

resultados obtenidos se analizaron por ANOVA seguida por un análisis de Student-

Neumann-Kuels. La diferencia de los diámetros glomerulares se determinó a través 

de un análisis de contingencia de variables y la diferencia entre grupos se evaluó por 

chi-cuadrada. 
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Tabla 3. Condiciones de amplificación para cada gen estudiado por PCR- semicuantitativa. 

 
T = Temperatura de alineación; Ciclos = No. de ciclos de amplificación; pb = pares de bases. RAT1A, 
RAT1B y RAT2 = receptor de angiotensina II 1A, 1B y 2. RETA y RETB = receptores de endotelina A y 
B. A1 A2a, A2b y A3 = receptores de adenosina 1, 2a, 2b y 3. 11β-HSD2 =  enzima 11-β 
deshidrogenasa hidroesteroidea tipo 2. 

Gen amplificado Secuencia de 
oligonucleótidos 

Tamaño 
(pb) 

T (oC) Ciclos Referencia

β-actina 5’ CGT AAA GAC CTC TAT GCC AA 3’ 
5’ AGC CAT GCC AAA TGT CTC AT 3’ 

349 54-63 18 [141]  

Angiotensinógeno 5’ CCT CGC TCT CTG GA CTT ATC 3’ 
5’ CAG ACA CT GAG GTG CTG TTG 3’ 

226 59 26 [169] 

RAT1A 5’ CGT CAT CCA TGA CTG TAA AAT TTC 3’ 
5’ GGG CAT TAC ATT GCC AGT GTG 3’ 

306 62 26 [96] 

RAT1B 5’ CAT TAT CCG TGA CTG TGA AAT TG 3’ 
5’ GCT GCT TAG CCC AAA TGG TCC 3’ 

363 62 30 [96] 

Prorenina 5’ CTG CCA CCT TGT TGT GTG AG 3’ 
5’ CCA GTA TGC ACA GGT CAT CG 3’ 

264 57 24 [169] 

R. de renina 5’ TCT ACC CCC AGG CAG TGT CAT TTC 3’ 
5’ CAG AGT CTT CCC CAT AAC GCT TCC 3’ 

430 62 31  

Preproendotelina 5’ ATG GAT TAT TTT CCC GTG AT 3’ 
5’ GGG AGT GTT GAC CCA GAT GA 3’ 

231 55 26 [6] 

Receptor ETA 5’ ATC ACT GTC CTG AAT CTC TGC G 3’ 
5’ ACC AGT CCT TCA CGT CTT GG 3’ 

217 55 26 [6] 

Receptor ETB 5’ TTT GCC CTC TGT TGG CTT CC 3’ 
5’ CTG TAT TTA TTG CTG GAG CGG 3’ 

325 55 24 [6] 

COX-2 5’ GAA ATG GCT GCA GAG TTG 3’ 
5’ TCA TCT AGT CTG GAG TGG 3’ 

356 54 26 [163] 

Ad1 5’ CAG ATA GTG AGC CTG AGT GCT G 3’ 
5’ GGT AGA TGA GGA CCA TGA GGA G 3’ 

790 64 28 [66] 

Ad2a 5’ AGC TTC CTC ATG GTC TTC AGA G 3’ 
5’ CCC TGT GAC TAA GTG CAT GGT A 3’ 

615 62 29 [66] 

Ad2b 5’ CAC AGA GCT CCA TCT TTA GCC T 3’ 
5’ GTG GGC AAG GAA GAT ACT GAA C 3’ 

1281 63 34 [66] 

Ad3 5’ GGT CTA CGA TCC TGT CAA GGA C 3’ 
5’ AGT CCC ACC AGA AAG GAC ACT A 3’ 

640 62 31 [66] 

R mineralocorticoide 5’ AGA AGA TGC ATC AGT CTG CC 3’ 
5’ GTG ATG ATC TCC ACC AGC AT 3’ 

380 55 25 [154] 

11β-HSD2 5’ TCG CCT GAA GCT GCT GCA GAT 3’ 
5’ TGT CTT GGA GCA GCC AGG CTT G 3’ 

411 60 21 [15] 
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V. RESULTADOS  
V.1 BLOQUEO DE LOS RECEPTORES DE ALDOSTERONA DURANTE 

LA NEFROTOXICIDAD AGUDA INDUCIDA POR  LA CsA 

 En estudios recientes de nuestro laboratorio se ha demostrado que el bloqueo 

de los receptores de aldosterona con espironolactona es efectivo en la prevención de 

la disfunción renal y en la disminución del daño estructural observado en la 

nefrotoxicidad crónica por CsA [41]. Por lo que en este estudio decidimos evaluar si la 

espironolactona también puede prevenir la caída de la función renal durante la 

nefrotoxicidad aguda inducida por la ciclosporina que es la complicación mas 

frecuente en humanos.  

 Para desarrollar este objetivo se incluyeron cuatro grupos de ratas: un grupo 

administrado con aceite de oliva como vehículo (V); otro grupo al que además del 

vehículo también se administró espironolactona (Es); otros dos grupos que recibieron 

la CsA y uno de ellos además de la CsA también recibió la espironolactona. En la tabla 

4 se muestran los parámetros fisiológicos de los cuatro grupos estudiados. Al final del 

experimento no encontramos diferencia significativa en el peso corporal, ni en los 

niveles séricos de sodio y potasio. Los animales tratados con CsA presentaron valores 

de tensión arterial media (TAM) significativamente más bajos en comparación con el 

grupo control, esta diferencia no fue observada en las ratas tratadas conjuntamente 

con la ciclosporina y la espironolactona. 

Los niveles de la CsA fueron ligeramente menores en los animales tratados con 

espironolactona en comparación con el grupo que solo fue tratado con CsA, 

probablemente como resultado en la normalización en la función renal, como 

veremos adelante.  
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Tabla 4. Parámetros fisiológicos durante la nefrotoxicidad aguda inducida por la CsA. 
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En la figura 18 se muestran los resultados de la filtración glomerular, que se 

cuantificó por la determinación de la depuración de inulina. La administración de 

espironolactona no modificó la función renal en las ratas control. En cambio y como 

era de esperarse, los animales tratados con CsA por 7 días presentaron disminución 

significativa del filtrado glomerular comparado con el grupo control, como 

previamente se demostró en nuestro laboratorio [41]. En cambio, las ratas que 

recibieron simultáneamente CsA y el antagonista del receptor a mineralocorticoide 

(espironolactona) no presentaron disfunción renal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo Peso corporal  
g 

TAM 
 mmHg 

Na+ Sérico 
mEq/L 

K+ Sérico 
mEq/L 

CsA  
ng/mL 

V    305 ± 7 112.6 ± 2.8  145.8 ± 2.4  3.9 ± 0.2 ND 
Es    303 ± 12 112.1 ± 6.3  152.4 ± 5.6  4.2 ± 0.1 ND 
CsA    311 ± 8   96.1 ± 6.5 a  142.5 ± 2.1  4.3 ± 0.3 6025 ± 340 
CsA + Es    324 ± 12 109.9 ± 2.3 b  137.4 ± 2.7  4.5 ± 0.2 4667 ± 312 b

Los datos se muestran como promedio ± error estándar. ND no determinado, a p<0.05 vs. V y b 
p<0.05 vs. CsA. TAM= tensión arterial media, DCr= depuración de creatinina, FSR= flujo 
sanguíneo renal, V= vehículo, Es= espironolactona, CsA= ciclosporina.

Figura 18. El bloqueo de los receptores de la aldosterona con la Es previno la 
disfunción renal inducida por CsA en la nefrotoxicidad aguda. * p<0.05 vs todos 
los grupos estudiados. V= vehículo, Es= espironolactona, CsA= ciclosporina. 
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La caída de la función renal inducida por CsA es mediada principalmente por la 

vasoconstricción renal que produce este inmunosupresor. Por lo tanto decidimos 

evaluar si la espironolactona modificaba el flujo sanguíneo renal. En la figura 19 se 

presentan los valores de Flujo sanguíneo renal (FSR), se observa que el grupo que 

recibió espironolactona presentó valores similares al grupo control. Por el contrario, la 

CsA reduce el FSR alrededor del 50% en comparación con el grupo control. Esta 

reducción se protegió totalmente con la administración simultánea de CsA y 

espironolactona.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El bloqueo de los receptores de aldosterona previno la reducción tanto de la 

función renal como del flujo sanguíneo renal inducida por CsA. Estos resultados 

muestran que la aldosterona participa en las alteraciones hemodinámicas 

glomerulares presentes durante la nefrotoxicidad aguda inducida por la CsA. El efecto 

renoprotector de la espironolactona en la nefrotoxicidad aguda y crónica por la CsA 

sugiere que la aldosterona participa en la vasoconstricción que se observa con el 

Figura 19. Efecto del bloqueo del receptor a mineralocorticoide sobre el Flujo 
sanguíneo renal durante la nefrotoxicidad aguda inducida por CsA. * p<0.05 vs todos 
los grupos estudiados. V= vehículo, Es= espironolactona, CsA= ciclosporina. 
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tratamiento con este inmunosupresor, ya que en ambos tipos de nefrotoxicidad, el 

bloqueo de sus receptores previno la disfunción renal. 

 

V.2 BLOQUEO DE LOS RECEPTORES DE ALDOSTERONA EN LA 

NEFROTOXICIDAD CRÓNICA INDUCIDA POR  LA CsA 
 

Con el fin de entender los mecanismos por los cuales la aldosterona puede 

inducir vasoconstricción renal decidimos evaluar el efecto de la espironolactona sobre 

los niveles de expresión del RNA mensajero de proteínas que regulan el tono vascular 

del riñón como son el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), la endotelina 

y sus receptores, los receptores de adenosina y la ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2). Para 

lo cual se emplearon 5 grupos de ratas. Cuatro grupos fueron alimentados con dieta 

baja en sodio, la administración de la CsA en estas condiciones se efectúo para 

causar el desarrollo de arteriolopatía y fibrosis túbulo intersticial como se observa en 

el humano. Uno de los grupo recibió vehículo (V), otro se trato con CsA, otro grupo 

de ratas recibieron espironolactona (Es) y un grupo que recibió CsA+Es, durante 3 

semanas. Además se incluyó un grupo con dieta normal (N) como grupo control.  

 Se cuantificaron los niveles de RNA mensajero a través de RT-PCR 

semicuantitativa y de RT-PCR en tiempo real. En ambos casos se realizó la cinética de 

amplificación para cada par de oligonucleótidos de los genes de interés. En la PCR 

semicuantitativa se calculó el número óptimo de ciclos de amplificación; tomando en 

consideración el punto medio de la fase exponencial de la cinética. Mientras que, en 

la RT-PCR en tiempo real se realizaron diluciones del DNA complementario para 

conocer la dilución a la cual se realizaría la PCR. Se utilizó β-actina para la RT-PCR 

semicuantitativa y  RNA ribosomal (18S) para la RT-PCR en tiempo real, como genes 

control. En la figura 20 se muestran las gráficas de las cinéticas de los genes 

amplificados con RT-PCR semicuantitativa y en la figura 21 se muestran las cinéticas 

de los genes amplificados por RT-PCR en tiempo real. 
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Figura 20. Cinéticas de amplificación. Los productos de 
PCR se expresan en logaritmo natural de la cantidad de 
[α32P] dCTP incorporado. Cada gráfica muestra el número 
de ciclos al cual fue amplificado cada gen, este número 
fue calculado al utilizar el punto medio de la fase 
exponencial de cada gráfica. AT1A y AT1B, receptores de 
angiotensina; ETA y ETB, receptores de endotelina; COX-
2; Ad1, Ad2a, Ad2b y A3, receptores de adenosina, cpm= 
cuentas por minuto.25 30 35 40 45 50
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Sistema renina-angiotensina-aldosterona 

Se evaluaron los niveles del RNA mensajero del angiotensinógeno, de pro-

renina, del receptor de renina y de los receptores de angiotensina II: AT1A, AT1B y 

AT2 como muestra la figura 22. La dieta baja en sodio produjo aumento en los 

niveles del RNA mensajero de los receptores AT1A, AT1B, de pro-renina y el receptor 

de renina. El bloqueo del receptor de la aldosterona en las ratas control normalizó los 

niveles de los RNAs mensajeros de AT1A, parcialmente la de AT1B y no produjo 

ningún efecto sobre pro-renina y su receptor. En cambio la administración crónica de 

la CsA produjo una reducción de los RNAs mensajeros del 50% en angiotensinógeno, 

los receptores de angiotensina AT1A, AT1B y del receptor de renina, comparada con 

el grupo administrado con dieta baja en sodio, a excepción de la pro-renina la cual 

presentó aumento de más del doble. En cambio, la administración de la 

espironolactona en las ratas con nefrotoxicidad crónica por la CsA previno el aumento 

en los niveles del RNA mensajero de la prorenina y aumentó la expresión del receptor 

AT2. 

Figura 21. Cinética de amplificación de PCR en Tiempo Real para TGFβ y KIM-1. 
Los productos estudiados se expresan en logaritmo natural del gen problema/gen 
control.  
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Nuestros resultados proponen que: 1) Cuando se activa el SRAA por depleción 

de sodio, la aldosterona parece regular los niveles del RNA mensajero de los 

receptores AT1A y parcialmente AT1B, ya que el bloqueo de los receptores de 

aldosterona previno estos cambios. 2) La administración de CsA aumentó los niveles 

de RNA mensajero de prorenina y disminuyó la del angiotensinógeno, los receptores 

de angiotensina AT1A, AT1B y del receptor de renina. 3) El bloqueo de los receptores 

de aldosterona con la espironolactona se asoció con la normalización de los niveles 

del RNA mensajero de pro-renina y aumento los niveles de RNA mensajero del 

receptor AT2. 
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Figura 22. Efecto de la dieta baja en sodio, espironolactona y ciclosporina en los niveles de 
expresión del RNA mensajero de angiotensinógeno, pro-renina, y los receptores de 
angiotensina AT1A, AT1B, AT2 y del receptor de renina. Los resultados se expresan como la 
relación entre cada gen analizado sobre β-actina o 18S (genes control). * p<0.05 vs. N; †
p<0.05 vs. V; ‡ p<0.05 vs. CsA. N= grupo alimentado con dieta normal (0.2% de sodio), V= 
vehículo, Es= espironolactona, CsA= ciclosporina.
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Vía de endotelina 

La figura 23 muestra los resultados de los niveles de RNA mensajero de 

preproendotelina y sus receptores ETA y ETB. La dieta baja en sodio no modificó la 

expresión de preproendotelina, ni del receptor ETA, pero indujo un incremento 

significativo en el RNA mensajero del receptor ETB comparada con el grupo control. 

La espironolactona no modificó este efecto en los animales control, lo que sugiere 

que la aldosterona no participa en la regulación de la expresión de la endotelina y de 

sus receptores. La administración de la ciclosporina produjo aumento significativo de 

la transcripción del gen de preproendotelina y disminuyó la expresión del receptor 

ETB. Interesantemente, la espironolactona no modificó la sobrexpresión de los niveles 

de RNA mensajero de preproendotelina, pero si redujo al receptor ETA y aumentó 

ligeramente al receptor ETB, receptor responsable del efecto vasodilatador de 

endotelina.  

Todos estos resultados sugieren que: 1) durante la restricción de sodio, la 

expresión del receptor ETB es regulado por la activación del sistema renina-

angiotensina, pero no por la aldosterona, 2) la CsA incrementó la expresión de 

preproendotelina y redujo al receptor vasodilatador ETB  y 3) el efecto protector de la 

espironolactona durante la nefrotoxicidad crónica por la CsA se asoció con la 

reducción de los niveles del RNA mensajero del receptor vasoconstrictor (ETA) y 

restableció la del receptor vasodilatador (ETB) sin modificar la sobrexpresión de la 

preproendotelina.  
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Figura 23. Efecto de la dieta baja en sodio, espironolactona y ciclosporina en los niveles de 
expresión génica de endotelina y sus receptores ETA y ETB. Los resultados se muestran como 
la relación del gen problema sobre β-actina (gen control). * p<0.05 vs. N; † p<0.05 vs. V; ‡
p<0.05 vs. CsA. N= grupo alimentado con dieta normal (0.2% de sodio), V= vehículo, Es= 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vía de ciclooxigenasa-2 

Los resultados de los niveles de RNA mensajero de COX-2 se muestran en la 

figura 24. Encontramos que la activación del SRAA con dieta baja en sodio aumentó 

los niveles del RNA mensajero de COX-2 en un 64%, interesantemente el aumento en 

la expresión de COX-2 fue potenciada con la administración de la espironolactona un 

40% más. Por el contrario, la CsA disminuyó en forma muy significativa la expresión 

de COX-2, efecto que no fue modificado por la espironolactona. De esta forma, 

nuestros resultados sugieren: 1) Que en condiciones basales, la aldosterona inhibe 

parcialmente a la COX-2, ya que el bloqueo de sus receptores aumentó aun más su 

expresión. 2) Dado que previamente se demostró que la transcripción del gen de 

COX-2 es regulado por NFAT [59;64] y dado que la CsA inactiva a este factor, 
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Figura 24. Efecto de la dieta baja en sodio, espironolactona y ciclosporina en los 
niveles de RNA mensajero de COX-2 en corteza renal. Los resultados se muestran 
como la relación COX-2/β-actina. * p<0.05 vs. N; † p<0.05 vs. V. N= grupo 
alimentado con dieta normal (0.2% de sodio), V= vehículo, Es= espironolactona, 

observamos una reducción importante y significativa de la expresión de COX-2. 3) 

Dado que la CsA afecta la trascripción de COX-2 directamente, la espironolactona no 

modificó su expresión.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Vía de adenosina 

La figura 25 muestra los niveles del RNA mensajero de los receptores de 

adenosina. La dieta baja en sodio aumento la expresión de los 4 receptores de 

adenosina en comparación con el grupo de animales alimentados con dieta normal, el 

porcentaje de incremento para Ad1, Ad2a, Ad2b y Ad3 fue del 58, 53, 67 y 120%, 

respectivamente. El bloqueo de los receptores de la aldosterona con la 

espironolactona, normalizó la sobrexpresión del receptor Ad2a. En contraste, la CsA 

aumentó aún más los niveles del RNA mensajero de los receptores Ad1 y Ad3 y redujo 

los niveles de expresión del receptor Ad2b y no produjo cambios en el receptor Ad2a. 

Mientras que, la administración conjunta de la CsA con la espironolactona únicamente 

disminuyó la expresión del receptor Ad2a.  

En resumen nuestros resultados sugieren: 1) El SRAA regula la expresión de 

los receptores de la adenosina y en especial muestra que el receptor Ad2a es 
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Figura 25. Sobre expresión renocortical de los receptores de adenosina por la restricción de la 
dieta baja en sodio y el efecto de la administración crónica de CsA y espironolactona. Las barras 
describen el promedio de 3 experimentos individuales ± el error estándar de la relación gen 
problema/β-actina. * p<0.05 vs. N; † p<0.05 vs. V y ‡ p<0.05 vs. CsA. N= grupo alimentado 
con dieta normal (0.2% de sodio), V= vehículo, Es= espironolactona, CsA= ciclosporina. 

regulado por la aldosterona, tanto en condiciones normales, como durante la 

nefrotoxicidad crónica por la CsA, 2) la administración de la CsA aumento la 

expresión del RNA mensajero de los receptores Ad1 y Ad3 y redujo la expresión del 

receptor Ad2b; efectos que no fueron modificados por el bloqueo de los receptores de 

aldosterona. Sorprendentemente, observamos que la CsA afecta la expresión de estos 

receptores, efecto que probablemente participa en la vasoconstricción que induce la 

CsA, sin embargo, el hecho de que la espironolactona prácticamente no modifique los 

niveles del RNA mensajero de estos receptores sugiere que el efecto protector de 

este fármaco no es mediado por cambios en la expresión de los receptores de la 

adenosina.   
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Figura 26. Efecto de la activación del SRAA, espironolactona y la administración crónica de CsA y 
espironolactona en la vía mineralocorticoide. Las barras describen el promedio de 3 experimentos 
individuales ± el error estándar de la relación gen problema/β-actina. N= grupo alimentado con 
dieta normal (0.2% de sodio), V= vehículo, Es= espironolactona, CsA= ciclosporina.  

V.3 LA VÍA MINERALOCORTICOIDE EN LA NEFROTOXICIDAD  

CRÓNICA  

La aldosterona actúa a través de sus receptores intracelulares a 

mineralocorticoides, aunque los glucocorticoides también se unen a estos receptores, 

la especificidad de la aldosterona a su receptor radica en la presencia de la enzima 

11β-deshidrogenasa hidroesteroidea (11βHSD2). Por lo que, tanto los receptores a 

mineralocorticoides intracelulares, así como la enzima 11βHSD2, además de modular 

las acciones ejercidas por la aldosterona, son esenciales para que la aldosterona 

ejerza sus efectos tanto en condiciones normales como en condiciones patológicas. 

Es por ello, que en este trabajo decidimos evaluar el papel que juega la vía 

mineralocorticoide durante el efecto protector de la espironolactona durante la 

nefrotoxicidad crónica inducida por la CsA.  

Como puede apreciarse en la figura 26 no se observaron cambios significativos 

en la expresión del receptor a mineralocorticoide y 11βHSD2 en ninguno de los 

grupos estudiados. Lo que sugiere que el bloqueo de los receptores de la aldosterona 

durante la nefrotoxicidad crónica por la CsA no depende de cambios en la expresión 

de la vía mineralocorticoide, sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que 

la aldosterona esté actuando y/o modificando otro tipo de receptores no conocidos 

por los cuales la aldosterona pueda ejercer sus efectos deletéreos en este tipo de 

nefrotoxicidad.  
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Tabla 5. Parámetros fisiológicos durante la nefrotoxicidad crónica por CsA ya establecida. 

V.4 BLOQUEO DE LOS RECEPTORES DE LA ALDOSTERONA EN LA 

NEFROTOXICIDAD CRÓNICA POR CICLOSPORINA YA ESTABLECIDA 
 

 Dado el efecto renoprotector de la espironolactona en la nefrotoxicidad aguda 

y crónica decidimos evaluar si la espironolactona es un medicamento útil para reducir 

la nefrotoxicidad crónica por ciclosporina ya establecida. 
 

Estudios funcionales 

Para lograr este objetivo se indujo la nefrotoxicidad crónica por la CsA en dos 

grupos mediante la administración diaria de la ciclosporina a ratas alimentadas con 

dieta baja en sodio durante 18 días, tiempo suficiente para observar las alteraciones 

funcionales y estructurales características de este modelo. Una vez establecida la 

nefrotoxicidad crónica, un grupo recibió la espironolactona por 18 días más, sin 

suspender la administración de la ciclosporina y el otro grupo continuó con el 

tratamiento de ciclosporina.  

En la tabla 5 se muestran diferentes parámetros fisiológicos estudiados. 

Encontramos que los animales tratados con la CsA perdieron alrededor de un 10% de 

peso corporal. No encontramos diferencias significativas en la tensión arterial media 

(TAM), ni en los niveles séricos de sodio, pero si hubo un ligero incremento en los 

niveles de potasio. Al igual que en la nefrotoxicidad aguda, los niveles de la 

ciclosporina en sangre en el grupo que recibió la espironolactona tendieron a ser 

menores, pero la diferencia no alcanzó significancia estadística.  

 
 

 
  
 
 
 
 

 

Grupo Peso corporal  
g 

TAM 
mmHg 

Na+ sérico 
mEq/L 

K+ sérico 
mEq/L 

CsA  
ng/mL 

V    306 ± 7  109 ± 5.9  148.6 ± 5.2  4.7 ± 0.2 ND 
Es    313 ± 11    95 ± 6.6  153.6 ± 2.0  5.5 ± 0.2 ND 
CsA    272 ± 15 a    91 ± 2.7  150.2 ± 2.8  6.3 ± 0.3 a 3562 ± 778 
CsA + Es    284 ± 11 a    97 ± 2.6  158.2 ± 2.7  5.6 ± 0.3 2538 ± 435 

Valores ± error estándar. ND no determinado, a p<0.05 vs. V. TAM= tensión arterial media, 
Na+= sodio sérico, K+= potasio sérico, V= vehículo, Es= espironolactona, CsA= ciclosporina. 
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Figura 27. Porcentaje de sobrevida de los animales tratados con CsA y 
CsA+Es, durante la nefrotoxicidad crónica por ciclosporina ya 
establecida. * p<0.05 vs. CsA. Es= espironolactona, CsA= ciclosporina. 

De forma similar a lo que observamos en la nefrotoxicidad crónica [41], el 

bloqueo de los receptores de la aldosterona disminuyó la mortalidad inducida por la 

CsA alrededor de un 17% como se muestran en la figura 27. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Se realizaron tres determinaciones de depuración de creatinina a los largo del 

estudio. Para ello, todos los animales se colocaron en jaulas metabólicas y se 

recolectó la orina durante 24 horas. La primera determinación se realizó al inicio del 

protocolo (día 0); la segunda se realizó al día 18 con la finalidad de asegurarnos que 

los animales ya cursaban con nefrotoxicidad antes de iniciar el tratamiento con la 

espironolactona y finalmente la tercera determinación se realizó al finalizar el 

experimento (día 36).  

En la figura 28 se muestra la depuración de creatinina, en la cual observamos 

que todos los grupos estudiados presentaban valores similares de depuración de 

creatinina al inicio del experimento. No se observaron diferencias significativas en los 

grupos controles (V y Es) a los días 18 y 36. En cambio, los animales tratados con la 
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Figura 28. Depuración de Creatinina de todos los grupos estudiados.  
grupo vehículo;  grupo V+Es;  grupo de CsA y grupo de CsA+Es, 
durante la nefrotoxicidad crónica ya establecida.* p<0.05 vs. V, † p<0.05 vs. 
CsA 36 días, + vs. CsA 18 días. V= vehículo, Es= espironolactona, CsA= 
ciclosporina. 

CsA al día 18 ya presentaban disfunción renal significativa en comparación con el 

grupo control. Posteriormente, los animales se distribuyeron de forma aleatoria en 

dos grupos: los que continuaron con CsA y el grupo que además de CsA se inició la 

administración de la espironolactona. En el grupo que únicamente recibió CsA, la 

disfunción renal progresó, siendo diferente significativamente cuando se comparó con 

el grupo de CsA al día 18. En cambio, en el grupo que recibió la espironolactona la 

disfunción renal no se revirtió, pero tampoco se deterioró más, mostrando de esta 

manera que la administración de la espironolactona detuvo la progresión del daño 

renal.  
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Análisis histopatológico 

Además de los estudios de función renal, también se realizaron estudios 

histopatológicos para evaluar el efecto de la espironolactona sobre el daño estructural 

inducido por la ciclosporina. Se cuantificó el porcentaje de la arteriolopatía y el área 

de fibrosis túbulo intersticial a los días 18 y 36. Se digitalizaron las imágenes tanto de 

la tinción de PAS, como la de Masson para realizar los análisis respectivos. 

Los resultados del análisis del grado de fibrosis túbulo intersticial se muestran 

en la figura 29 y 30. En la figura 27 se muestran micrografías digitalizadas de cortes 

histológicos teñidos con Masson (imagen tomada con un aumento de 10X) 

representativos de los grupos de ratas administradas con la  CsA a los 18 y 36 días de 

tratamiento y el grupo tratado con CsA+Es.  
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Figura 29. Cortes histológicos de corteza teñido con Masson (10X), para el análisis 
de la fibrosis túbulo intersticial en los grupos de CsA a los 18 días de tratamiento, CsA 
36 días y CsA+Es. Es= espironolactona, CsA= ciclosporina. 
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Figura 30. Porcentaje de fibrosis túbulo intersticial encontrado en los animales 
con nefrotoxicidad crónica por ciclosporina ya establecida. * p<0.05 vs. V, † 
p<0.05 vs. CsA. V= vehículo, Es= espironolactona, CsA= ciclosporina a los 18 y  
36 días de tratamiento. 
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Como se observa en la figura anterior que los animales ya presentaban lesión 

estructural cuando se comenzó a administrar la espironolactona (cuantificada por 

acumulación de fibrosis túbulo intersticial), en el grupo de animales tratado 

exclusivamente con la ciclosporina se acentuó más el desarrollo de fibrosis, mientras 

que, el grupo al que se le bloqueo el receptor a mineralocorticoide con la 

espironolactona la acumulación de fibrosis túbulo intersticial fue menor con respecto 

al grupo que sólo recibió la CsA (CsA+Es 30.5 vs CsA 45.8%, p< 0.05), sin embargo, 

la cantidad de fibrosis que presentó el grupo de CsA+Es fue similar al grupo de la 

CsA al día 18 (CsA 18d 26.2%) tal como se muestra en la figura 30, sugiriendo de 

esta manera que el bloqueo del receptor de la aldosterona evita la progresión del 

daño renal aun cuando la nefrotoxicidad crónica por la ciclosporina ya está 

establecida. 
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Figura 31. Porcentaje de la arteriolopatía en los animales tratados 
con CsA al día 18, CsA y CsA+Es al día 36, durante la 
nefrotoxicidad crónica por la ciclosporina ya establecida. Es= 
espironolactona, CsA= ciclosporina a los 18 y 36 días de 
tratamiento. 
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En la figura 31 se muestra el porcentaje de la arteriolopatía obtenida al contar 

alrededor de 100 arteriolas cercanas a su glomérulo por cada grupo. Como se puede 

apreciar, el grupo de ratas tratadas con la ciclosporina al día 18 ya presentaban 

arteriolopatía; el grupo tratado con la ciclosporina por 36 días presentó mayor 

porcentaje de arteriolopatía, mientras que la proporción de las arteriolas afectadas 

fue menor en el grupo que recibió la espironolactona en comparación con el grupo 

que sólo recibió la CsA al día 36, sin embargo, las diferencias no fueron significativas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figura 32 muestra imágenes digitalizadas representativas de cortes 

histológicos teñidos con PAS (40X), en donde se observa la presencia de 

arteriolopatía desde el día 18 en los animales tratados con CsA justo antes de iniciar 

el tratamiento con la espironolactona. De igual forma es notoria esta lesión en los 

grupos de CsA y CsA+Es, sin embargo se puede apreciar que el grosor de la arteriola 
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Figura 32. Cortes histológicos de corteza teñido con PAS, ácido peryódico de 
Shiff (40X), para el análisis de arteriolopatía en los grupos CsA y CsA+Es. 
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en el grupo tratados con la espironolactona es menor en comparación con las ratas 

tratadas con la CsA sola. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por lo que, al evaluar el grosor de las arteriolas, se observó que el grupo de 

CsA+Es mostró un grosor arteriolar significativamente menor en comparación con los 

animales con nefrotoxicidad por CsA. Los resultados se muestran la figura 33. 
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Figura 33. Grosor arteriolar en los animales tratados con CsA y 
CsA+Es, durante la nefrotoxicidad crónica por la ciclosporina ya 
establecida. * p<0.05 vs. CsA. Es= espironolactona, CsA= 
ciclosporina. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Como se observó que el bloqueo de los receptores de la aldosterona evitó un 

deterioro mayor de la función renal y que durante el análisis histológico observamos 

menor cantidad de glomérulos pequeños en las ratas que recibieron la 

espironolactona, estos resultados sugerían que este grupo presentaba menor grado 

de hipoperfusión glomerular, por lo que se midió el diámetro glomerular en al menos 

80 glomérulos por rata en los grupos que recibieron vehículo, CsA y CsA+Es mediante 

un análisis morfométrico. Los diámetros de los glomérulos se distribuyeron por rango 

de 50-75, 76-100, 101-125, 126-150 y 151-175 micras.  

 Como se aprecia en la figura 34. Los glomérulos de los animales alimentados 

con la dieta baja en sodio mostraron una distribución normal, donde la mayoría de los 

glomérulos se encontraron en un rango de entre 101-125 micras. A diferencia de 

esto, los animales tratados con la ciclosporina, la distribución tiende a desplazarse a 

la izquierda donde aumenta el diámetro de glomérulos pequeños y disminuyen el 

diámetro de sus glomérulos normales; por lo que encontramos un 13.8% de 

glomérulos en el rango entre 50 y 75 micras, 36.8% entre 76 y 100 micras y 40.9% 
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Figura 34. Distribución del diámetro glomerular en los animales con nefrotoxicidad crónica 
por la ciclosporina ya establecida. * p<0.05 vs. V, † p<0.05 vs. CsA. Es= espironolactona, 
CsA= ciclosporina. 

entre 101 y 125 micras. En cambio, los animales que recibieron la espironolactona 

cuando la nefrotoxicidad crónica ya esta establecida, mostraron menor cantidad de 

glomérulos en los rangos menores a 100 micras. De esta forma este grupo presentó 

un mayor número de glomérulos en el rango de 101 a 125 micras comparado con el 

grupo que sólo recibió la CsA (49.3 vs. 40.9%) y un mínimo porcentaje en el rango 

de 50 a 75 micras  (4.0 vs. 13.8%).  

Las diferencias entre los diámetros glomerulares se evaluaron con un análisis 

de contingencia de variables. El grupo de la CsA presentó mayor cantidad de 

diámetros menores, los cuales fueron diferentes estadísticamente cuando se 

compararon con el grupo control. Mientras que el grupo tratado con la 

espironolactona conservó el tamaño de los glomérulos en rangos normales, 

principalmente en los rangos de entre 50-75 y 101-125 micras cuando se compararon 

con el grupo de la CsA, esto cambios fueron significativos. 
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Figura 35. Sobre regulación del gen de TGFβ en la nefrotoxicidad 
crónica por CsA ya establecida. Los resultados se presentan como el 
promedio de tres experimentos ± error estándar. * p<0.05 vs. V, † 
p<0.05 vs. CsA. V= vehículo, Es= espironolactona, CsA= ciclosporina. 

Estudios moleculares 

 Se realizaron los estudios moleculares a través de la RT-PCR en tiempo real 

para evaluar los niveles del RNA mensajero de la citocina profibrótica TGFβ y la 

molécula de daño renal 1 (Kim-1). La figura 35 muestra los resultados del TGFβ, 

donde encontramos que en ratas normales la espironolactona no altera la expresión 

de esta citocina. En cambio, la CsA produjo un aumento a más del doble en la 

expresión del RNA mensajero de TGFβ en comparación con el grupo control, mientras 

que el bloqueo del receptor a mineralocorticoide disminuyó el aumento en la 

expresión de este gen, estos resultados se correlacionan con los resultados obtenidos 

a nivel histopatológico. 
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Figura 36. Sobre regulación del gen de KIM-1 en la nefrotoxicidad crónica 
por la CsA ya establecida. Los resultados se presentan como el promedio de 
tres experimentos ± error estándar. * p<0.05 vs. V, † p<0.05 vs. CsA. V= 
vehículo, Es= espironolactona, CsA= ciclosporina. 

La figura 36 muestra los niveles de la molécula de daño renal, Kim-1, en donde 

se observaron resultados similares a los del TGFβ. La espironolactona no modificó la 

expresión de este marcador, en cambio el grupo de ratas tratadas únicamente con la 

CsA, los niveles de Kim-1 aumentaron alrededor de 40 veces con respecto al grupo 

control, mientras que el bloqueo del receptor de la aldosterona con la espironolactona 

disminuyó cerca del 50% la expresión de esta molécula en la nefrotoxicidad por la 

ciclosporina ya establecida. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

En resumen encontramos que la espironolactona previno la progresión de la 

disfunción renal y redujo el daño estructural en la nefrotoxicidad crónica por la CsA 

previamente establecida, el efecto renoprotector de la espironolactona se asoció con 

reducción de los niveles de RNA mensajero del TGF-β y de Kim-1. 



                                                                                                                        ANTECEDENTES 

 90

VI. DISCUSIÓN 
 Las células del túbulo distal y colector son las que expresan principalmente los 

receptores a mineralocorticoides, los cuales fueron considerados por muchos años el 

único blanco celular de la aldosterona en el riñón. Sin embargo, este tipo de 

receptores se ha localizado en otros tipos de células dentro del riñón, así como en 

diferentes tejidos, incluyendo tejido epitelial y no epitelial. Estos receptores se han 

detectado en el sistema cardiovascular, el cerebro y la vasculatura [126]. Dentro del 

tejido renal se encuentran también en el glomérulo, la arteriola aferente y eferente 

[10;154]. 

Dada la presencia de los receptores a mineralocorticoides en diversos tejidos y 

la evidencia en estudios experimentales y clínicos se ha propuesto que la aldosterona 

juega un papel importante en la fisiopatología de enfermedades renales y 

cardiovasculares [45;118;123;126;183], específicamente, se ha enfatizado el papel 

potencial de esta hormona en procesos fibróticos a través de sus receptores [30;72]. 

En este contexto, para que los roedores desarrollen nefrotoxicidad crónica por la CsA 

es necesario alimentar a las ratas con dieta baja en sodio, lo que activa al sistema 

renina-angiotensina-aldosterona, la activación de este eje ayuda a desencadenar la 

toxicidad crónica por la ciclosporina. En estudios previos se había observado que el 

bloqueo de los receptores a mineralocorticoides con la espironolactona reduce el 

daño renal inducido por la ciclosporina, lo que sugiere que la aldosterona, más que la 

angiotensina II, es la hormona que media el efecto tóxico de la ciclosporina. 
 

 

VI.1 Nefrotoxicidad aguda inducida por CsA 

 El hecho de que la espironolactona no sólo reduzca el daño estructural, si no 

que también prevenga totalmente la disfunción renal sugiere que la aldosterona 

también participa en la regulación del tono vascular [41]. En el presente trabajo 

observamos que en un modelo de nefrotoxicidad aguda por la ciclosporina (la 

complicación más frecuente en la práctica clínica), la administración de la 
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espironolactona previno totalmente la caída de la filtración glomerular, lo que se 

acompañó con el restablecimiento del flujo sanguíneo renal. Estos datos muestran 

que el bloqueo del receptor a mineralocorticoide previene la vasoconstricción renal lo 

que sugiere que la aldosterona tiene efecto sobre la hemodinámica renal. 

 Los animales tratados con CsA+Es presentaron menor concentración de 

ciclosporina en la sangre en comparación con los animales tratados únicamente con 

la ciclosporina; esta diferencia tal vez sea causada por el restablecimiento de la 

función renal observado en el grupo de CsA+Es, el 10% de la ciclosporina es 

eliminada por vía urinaria. La prevención de la nefrotoxicidad aguda observado con la 

administración de la espironolactona, no puede ser relacionada con menor 

concentración de la ciclosporina en sangre, ya que en estudios experimentales 

previos se ha demostrado que niveles de ciclosporina por encima de 1000 ng/ml son 

suficientes para producir disfunción renal [140] y en nuestro estudio los valores 

estuvieron por arriba de esta cifra. 

 Recientemente se ha reportado que la aldosterona tiene dos vías de acción: la 

clásica llamada “vía genómica” y la “vía no genómica”. La primera vía depende de la 

unión de la aldosterona al receptor a mineralocorticoide, localizado en el citoplasma; 

la traslocación de la aldosterona y su receptor al núcleo promueve la trascripción de 

diversos genes, mientras que el segundo mecanismo parece ser mediado por un 

receptor de membrana no conocido, el cual media acciones rápidas de la aldosterona 

independientes de trascripción [104] (Figura 7). Los resultados observados tanto en 

la nefrotoxicidad aguda como en la crónica apoyan la hipótesis de que la aldosterona 

actúa a través de su vía genómica [41], apoyado esto por el hecho de que la 

espironolactona previno la caída de la filtración glomerular. Sin embargo, no podemos 

excluir que la otra vía este involucrada.  

Recientemente Li y colaboradores [84] reportaron que la toxicidad inducida por 

la CsA se encuentra asociada con un incremento del mensajero de renina, la cual no 

fue prevenida por la pravastatina, un inhibidor de la reductasa de la 3-hidroxi-3-
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metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) lo que disminuye la producción de colesterol. En 

cambio nosotros observamos que la espironolactona previno totalmente la 

sobrexpresión de renina. Esta diferencia que se observa sobre el efecto en la 

expresión de renina sugiere que la pravastatina probablemente produzca mejoría en 

la función renal a través de otro mecanismo diferente al de la aldosterona.  

 Un posible mecanismo por el cual la aldosterona pueda estar regulando el tono 

vascular incluye el aumento en el efecto vasoconstrictor de las catecolaminas [167], 

la disminución en la respuesta vasodilatadora de acetilcolina [87;148;162] y la sobre 

regulación de los receptores de angiotensina II [131;175;176]. Con todo lo anterior, 

pensamos que la aldosterona puede regular el tono vascular al producir un 

desequilibrio en la liberación y/o acción de agentes vasoactivos, es decir, un aumento 

en la expresión de vías vasoconstrictoras y disminución de vías vasodilatadoras.  

 

VI.2 Nefrotoxicidad crónica inducida por la CsA 

Sistema renina-angiotensina-aldosterona 

 La angiotensina II, es el principal efector del SRAA, está involucrada en una 

serie de eventos fisiológicos y fisiopatológicos dentro del tejido renal. Las acciones de 

la angiotensina II son mediadas al estimular sus receptores AT1 ó AT2. Los 

receptores AT1 se encuentran acoplados a las proteínas G, las cuales estimulan la 

actividad de la proteína cinasa C (PKC) y el inositol trifosfato (IP3); estos receptores 

están presentes en las células mesangiales, glomerulares, del epitelio del túbulo distal 

y proximal y de la vasculatura renal. La activación de este receptor induce la 

vasoconstricción, la reabsorción de sodio y el crecimiento celular; por el contrario, el 

receptor AT2 no se conoce su mecanismo de señalización, se localiza en la 

vasculatura renal, el glomérulo, el aparato yuxtaglomerular y los túbulos renales. La 

activación del receptor AT2 causa vasodilatación y en el túbulo renal contribuye a la 

excreción de sodio y la presión natriurética [14]. Recientemente Nguyen y 

colaboradores [105;106] reportaron la existencia de un receptor a la renina localizado 
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dentro del tejido renal, aunque no se sabe mucho sobre el papel fisiológico de este 

receptor, se ha reportado que la unión de renina o de prorenina a su receptor 

enciende la vía de las MAP cinasas, aumentando al factor activador inhibidor del 

plasminógeno-1 (PAI-1) y la producción de angiotensina II por incrementar la 

eficiencia del rompimiento del angiotensinógeno a angiotensina I [107] y más 

recientemente se reportó que la estimulación del receptor de la renina aumenta la 

producción de TGF-β y de proteínas de matriz extracelular independientemente de la 

vía de la angiotensina II [62]. Por lo tanto la renina parece ejercer más funciones de 

las que se conocían. 

 En este trabajo, corroboramos la regulación riñón-específica de la participación 

del sistema renina-angiotensina-aldosterona por la restricción de sodio en varios de 

sus componentes [70;166]. La depleción de sodio se asoció con un incremento del 

RNA mensajero de los niveles de prorenina, del receptor de renina y de los 

receptores AT1A y AT1B, pero no tuvo efecto sobre la expresión del angiotensinógeno 

y del receptor AT2. Algunos de esos cambios se previnieron con la espironolactona, 

como la sobrexpresión del receptor AT1A y parcialmente del receptor AT1B (figura 

22), sugiriendo que la aldosterona media a estos receptores cuando el SRAA es 

activado. Interesantemente, la nefrotoxicidad inducida por la CsA redujo la mayoría 

de la expresión de los componentes de esta vía, a excepción de la pro-renina, la cual 

fue significantemente sobre expresada. El efecto benéfico de la espironolactona 

estuvo asociado con la prevención en la sobre expresión de la pro-renina e 

incremento en la expresión del receptor vasodilatador AT2. Anteriormente Klar y 

colaboradores [78] reportaron que la aldosterona incrementa los niveles del RNA 

mensajero de prorenina en cultivos primarios de las células yuxtaglomerulares del 

ratón. Estas observaciones juntas sugieren que la prevención en la disfunción renal 

se asoció al menos parcialmente con la reducción de la expresión de pro-renina, junto 

con el incremento en la expresión del receptor AT2, el cual es el receptor conocido 
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que media los efectos vasodilatadores de la angiotensina II, lo que contrarresta la 

vasoconstricción inducida por la CsA. 
 

Sistema de la endotelina 

 La endotelina 1 (ET-1) es el vasoconstrictor derivado del endotelio más 

potente del organismo, además es un péptido que regula la reabsorción de sodio en 

el tejido renal. Dentro del riñón, la ET-1 es sintetizada en el endotelio de la 

vasculatura renal, en las células mesangiales, en los capilares peritubulares y en el 

epitelio del túbulo proximal, el asa ascendente gruesa de Henle y una parte del 

túbulo colector en la médula. El efecto biológico de la ET-1 es mediado por 

receptores de membrana específicos. El receptor ETA se encuentra ampliamente 

distribuido en la vasculatura del glomérulo y la médula, mientras que el receptor ETB 

está presente en los túbulos renales y colectores [91]. El efecto vasoconstrictor o 

vasodilatador de la endotelina depende de la abundancia de cada uno de los subtipos 

de receptores. 

 En este estudio observamos que la dieta baja en sodio indujo la sobre 

expresión del receptor ETB en la corteza renal. Este efecto no fue revertido por la 

espironolactona. Resultados similares fueron reportados por Vanni y colaboradores 

[158] dentro de la médula renal, lo que sugiere que la restricción de sodio modula la 

expresión del receptor ETB. Varios autores han señalado a la endotelina como la 

molécula clave que promueve los efectos vasoconstrictores de la ciclosporina 

[25;63;80;90;120], de hecho, encontramos que la administración de la CsA 

incrementa los niveles del RNA mensajero de preproendotelina y reduce los del 

receptor ETB. Esta combinación probablemente resulta en la vasoconstricción renal ya 

que, por un lado, el incremento en la expresión de endotelina y por el otro la 

reducción de la expresión del receptor ETB puede llevar a que la acción de endotelina 

sea la vasoconstricción. El efecto de la CsA sobre la expresión de la endotelina no fue 

prevenido por el bloqueo del receptor a mineralocorticoide, pero se observaron 

cambios significativos en la expresión de los receptores de la endotelina, donde 
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observamos disminución del receptor ETA y aumento del receptor ETB (Figura 15). 

Aunque el incremento en la expresión de la endotelina no se afectó por la 

espironolactona, es posible que la vasoconstricción inducida por la ET-1 es reducida 

en presencia de la espironolactona por el cambio en el patrón de la expresión de los 

receptores de la endotelina ya que aumentaron los vasodilatadores y disminuyeron 

los vasoconstrictores. 
 

Ciclooxigenasa-2 

 Dentro del tejido renal, las prostaglandinas son importantes mediadores del 

tono vascular, el balance de agua y sal así como, la liberación de la renina. La 

activación de la fosfolipasa A2 genera el ácido araquidónico a partir de fosfolípidos de 

la membrana celular. El ácido araquidónico es metabolizado por las enzimas COX-1 y 

COX-2 iniciando la producción de las prostaglandinas, las prostaciclinas y el 

tromboxano. Las isoformas COX-1 y COX-2 derivan de genes diferentes, en el 

humano se localizan en el cromosoma 9 y 1, respectivamente. Ambas enzimas tienen 

en común entre el 60 y 80% de su secuencia de aminoácidos, dependiendo de la 

especie que se trate, pero los sitios residuales activos se encuentran altamente 

conservados. La COX-1 se expresa constitutivamente en casi todos los tejidos, 

mientras que la COX-2 es una enzima inducible que es casi indetectable en la mayoría 

de los tejidos en condiciones fisiológicas. Mientras que la expresión de COX-1 puede 

aumentar 2 y 3 veces por encima de su valor basal durante su estimulación, la de 

COX-2 puede aumentar de 20 a 80 veces cuando es inducida por los productos 

bacterianos como las endotoxinas y las citocinas [4]. 

La COX-2 es una proteína inmunoreactiva que se ha observado en células de la 

mácula densa y en la parte superior de las células del asa ascendente gruesa de 

Henle (junto a la mácula densa). Dentro del tejido renal la COX-2 se expresa en 

podocitos y en células del músculo liso vascular arteriolar [55]. Existen reportes que 

sugieren que la COX-2 esta involucrada en la regulación de la síntesis y la secreción 

de la renina del aparato yuxtaglomerular así como, en la absorción de sal y agua a 
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nivel tubular [53;54;69;127]. Las células de la mácula densa regulan el tono arteriolar 

y la liberación de la renina al censar la concentración de NaCl a través del 

cotransportador Na+K+2Cl-. Cuando la concentración de sal intraluminal en la mácula 

densa es baja, la síntesis y la liberación de la renina aumenta por un proceso en el 

cual, la inducción de la COX-2 se ha implicado, ya que la administración no especifica 

de inhibidores de la COX incrementa la liberación de la renina mediada por la mácula 

densa [55]. De acuerdo con estos estudios, observamos que la dieta baja en sodio se 

asoció con sobre expresión renocortical de la COX-2; interesantemente, el bloqueo 

del receptor a mineralocorticoide incrementó aún más la expresión de este gen, 

sugiriendo que la aldosterona es un regulador de la expresión de la COX-2 durante la 

depleción de sodio. En contraste, las ratas tratadas con la CsA presentaron una 

marcada reducción en la expresión de la COX-2. Kurtz realizo observaciones similares 

[59]. De acuerdo a nuestros resultados en donde hubo niveles de renina elevados 

inducidos tanto por la dieta baja en sodio como por un efecto directo de la 

ciclosporina, sugieren que la expresión de la renina puede ser regulada por un 

mecanismo independiente de la COX-2 (Figura 16). De hecho, la CsA como inhibidor 

de la fosfatasa de calcineurina inhibe la vía del factor de activación nuclear de las 

células T (NFAT). La NFAT estimula la expresión del gen de COX-2 [38;59;64]. Por 

esta razón, la espironolactona no fue capaz de prevenir la supresión de la COX-2 

inducida por la ciclosporina, sugiriendo que la supresión de la formación del 

prostanoide no es crítica en el mantenimiento del tono vascular durante la 

nefrotoxicidad crónica inducida por la CsA. 
 

 

Vía de la adenosina 

 Las acciones extracelulares de la adenosina son mediadas por cuatro tipos de 

receptores acoplados a proteínas G, conocidos como Ad1, Ad2a, Ad2b y Ad3. En 

muchos vasos sanguíneos incluyendo la vasculatura renal, la adenosina produce 

vasodilatación, la cual es mediada a través de sus receptores Ad2a y Ad2b. En cambio, 
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un claro efecto vasoconstrictor es observado cuando la adenosina se une a su 

receptor Ad1. Dentro del tejido renal, Ad1 es expresado principalmente en la arteriola 

aferente, mientras que Ad2a y Ad2b están presentes en todos los vasos 

preglomerulares y en la vasa recta [52]. Existen estudios donde se ha reportado que 

el antagonista del receptor de adenosina 1,1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina puede 

tener efecto protector en animales normales, diabéticos e hipertensos [58]. Nosotros 

observamos que la deficiencia de sodio produce aumento significativo en la expresión 

del RNA mensajero de los receptores de la adenosina, pero sólo la expresión del 

receptor Ad2a fue prevenido por la espironolactona, sugiriendo que la expresión de 

este receptor es regulada por la aldosterona. Interesantemente, la vasoconstricción 

renal inducido por la CsA estuvo asociado con un aumento en los niveles del RNA 

mensajero del receptor Ad1 y reducción del receptor vasodilatador Ad2b (Figura 17). 

Estos cambios no fueron corregidos al bloquear el receptor a mineralocorticoide, 

sugiriendo que los cambios observados en la expresión del receptor de la adenosina 

durante la toxicidad por la ciclosporina no son influidos por la aldosterona. 

 Cabe mencionar que el resultados del análisis del RNA mensajero de los 19 

genes estudiados se va ha realizar el análisis de las proteínas de aquellos genes 

donde observamos mayores cambios.  
 

 

VI.3 Nefrotoxicidad crónica inducida por la CsA previamente 

establecida 

 En la práctica clínica es muy importante contar con fármacos que reviertan o 

eviten que continúe progresando las nefropatías, por lo que, algunos medicamentos 

que tienen efecto protector en muchas ocasiones no son útiles cuando son 

administrados una vez que ya se establecieron las lesiones. Por esta razón en este 

trabajo evaluamos si la espironolactona es capaz de revertir o detener la progresión 

de lesiones funcionales y estructurales en la nefrotoxicidad por la ciclosporina 

previamente establecida.  
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Para corroborar que los animales ya presentaban nefrotoxicidad crónica por 

ciclosporina antes de iniciar el tratamiento con la espironolactona, justo al día 18 se 

midió la función renal cuantificando la depuración de creatinina, estos animales 

presentaban disfunción renal aproximadamente del 50% y se corroboró la presencia 

de arteriolopatía y fibrosis túbulo intersticial. Una vez que la nefrotoxicidad crónica 

por CsA ya se encontraba establecida se inició el tratamiento con laespironolactona. 

 Observamos que el bloqueo de las acciones de la aldosterona no revirtió la 

disfunción renal, pero evitó que la disfunción renal progresara. Al igual que en la 

nefrotoxicidad aguda y crónica, es poco probable que la protección conferida por la 

espironolactona se deba al efecto de este fármaco sobre la presión sanguínea, ya que 

en este protocolo no encontramos diferencias significativas en la tensión arterial 

media en ninguno de los grupos estudiados; tampoco puede deberse al cambio en los 

niveles de ciclosporina, ya que a pesar de observarse una disminución muy discreta 

en los niveles de este inmunosupresor, la diferencia no fue significativa. 

El efecto benéfico de la espironolactona estuvo asociado con la reducción 

significativa de la fibrosis túbulo intersticial y menor vasoconstricción arteriolar, la 

cual se asoció con menor engrosamiento de la pared arteriolar. Interesantemente, 

estos animales también presentaron una distribución del diámetro glomerular similar 

al grupo de ratas normales, lo que sugiere fuertemente que la espironolactona reduce 

el grado de hipoperfusión en las ratas con nefrotoxicidad por ciclosporina. 

El efecto protector de la espironolactona durante la nefrotoxicidad crónica fue 

evidenciado por la reducción de fibrosis dentro del tejido renal, lo que sugiere que la 

aldosterona participa en el desarrollo de fibrosis túbulo intersticial. En apoyo a estos 

resultados Nagai y colaboradores [99] encontraron que la infusión crónica de la 

aldosterona estimula la expresión de colágena en fibroblastos renales a través de la 

activación de la vía de las MAP cinasas principalmente ERK1 y ERK2, lo que 

contribuye a la progresión de fibrosis túbulo intersticial inducida por la administración 

de la aldosterona. 
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 Por otro lado Shihab y colaboradores [139] y estudios previos de nuestro 

laboratorio [41] mostraron que la toxicidad por la ciclosporina en las ratas se asocia 

con sobre expresión del RNA mensajero de TGF-β y este efecto se previene al 

bloquear la acción de la angiotensina II, ya sea a través de inhibidores de la enzima 

convertidora de angiotensina (enalapril), por bloquear sus receptores AT1 (losartán) o 

por la inhibición de los receptores de la aldosterona, lo que sugiere que la regulación 

del TGF-β durante la toxicidad por la CsA es independiente de la hemodinámica renal 

y es mediado en parte por la activación del sistema renina-angiotensina y mas 

específicamente por la aldosterona. En este estudio, el efecto renoprotector de 

laespironolactona se acompañó con reducción parcial de los niveles de expresión del 

RNA mensajero de TGF-β sugiriendo que la sobre expresión de esta citocina 

profibrótica es regulada por la aldosterona y es responsable en gran parte del 

desarrollo de fibrosis. En apoyo a esto se encuentran los estudios realizados por 

Juknevicius y colaboradores [72] donde ellos observan que una infusión de 

aldosterona en las ratas normales aumenta los niveles del TGF-β en el riñón de la 

rata.  

 El efecto benéfico de la espironolactona también se corroboró con la expresión 

de la molécula de daño renal (Kim-1). La Kim-1 es una proteína transmembrana que 

no es detectable en el riñón normal, solo se expresa en células del epitelio del túbulo 

proximal en procesos de isquemia o de toxicidad por algún fármaco [51]; por estas 

características se ha propuesto como un biomarcador endógeno de daño renal. Como 

muestra nuestro estudio hubo un incremento de 40 veces en la expresión del RNA 

mensajero de la Kim-1 con respecto al grupo control, lo que indica la presencia de 

daño renal. Este hallazgo también correlacionó con la presencia de fibrosis y de 

arteriolopatía. En cambio, la espironolactona disminuyó la expresión de este 

biomarcador sugiriendo menor daño renal lo cual también correlacionó con el menor 

grado de fibrosis, de arteriolopatía y de disfunción renal que observamos con los 

estudios fisiológicos e histopatológicos. 
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En conclusión, mostramos que el bloqueo de los receptores a 

mineralocorticoides previene la nefrotoxicidad aguda, la cual fue evidente al 

prevenirse la caída de la función determinada por la filtración glomerular y el flujo 

sanguíneo renal. También encontramos que el efecto protector de la espironolactona 

es mediado por la modificación de la expresión de ciertos receptores que median 

acciones vasoconstrictoras o vasodilatadoras, las cuales junto con la reducción en la 

expresión de pro-renina, pueden contribuir a reducir la vasoconstricción renal 

observada durante la nefrotoxicidad crónica inducida por la ciclosporina. Aunado a 

estos estudios, encontramos que la administración de la espironolactona disminuye la 

progresión de daño renal, tanto funcional como estructural durante la nefrotoxicidad 

crónica por la CsA previamente establecida. El efecto protector de la espironolactona 

fue evidenciado por la mayor proporción de diámetros glomerulares normales, la 

reducción en los niveles del RNA mensajero de TGF-β y la molécula de daño renal 

(Kim-1). 

Este estudio y previos de nuestro laboratorio indican que el inicio temprano del 

bloqueo de los receptores de la aldosterona con la espironolactona reducen el daño y 

reestablece la disfunción renal inducida por la administración aguda y crónica de la 

ciclosporina y evita la progresión del daño renal cuando la nefrotoxicidad por la 

ciclosporina ya se encuentra establecida. Por lo tanto estos resultados señalan a la 

espironolactona como un tratamiento potencial para prevenir o reducir la 

nefrotoxicidad por la ciclosporina en pacientes trasplantados. 
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VII. CONCLUSIONES 
 VII.1 Modelo de nefrotoxicidad aguda 
 

 La ciclosporina produjo disminución en la filtración glomerular y el flujo 

sanguíneo renal. 

 La disfunción renal inducida por la CsA fue totalmente prevenida al bloquear el 

receptor a mineralocorticoide con la espironolactona. 

 Estos resultados muestran que la aldosterona participa en la fisiopatología de 

la vasoconstricción renal inducida por la ciclosporina. 

  

VII.2 Modelo de nefrotoxicidad crónica por CsA 
 

 Nuestros resultados sugieren que el aumento del RNA mensajero de 

angiotensinógeno y los receptores AT1A y AT1B inducida por la dieta baja en 

sodio es mediada por la aldosterona.  

 El restablecimiento de la función renal inducido por la espironolactona en las 

ratas con CsA se asoció con la normalización de los niveles del RNA mensajero 

de la renina y de los receptores ETB y AT1B, un aumento en los niveles de AT2 

y disminución del receptor  ETA.  

 La sobrexpresión del RNA mensajero de los receptores de adenosina Ad1, 

Ad2b y Ad3 por CsA no fue afectada por la espironolactona, sugiriendo que la 

aldosterona modula el tono vascular independiente de esta vía. 

 El efecto de la espironolactona en la función renal no afectó los niveles del 

RNA mensajero de COX-2, por lo que proponemos que la regulación a la baja 

de COX-2 no juega un papel importante en la disfunción renal inducida por la 

ciclosporina.  

 El bloqueo de los receptores de la aldosterona durante la nefrotoxicidad 

crónica por ciclosporina no depende de cambios en la expresión de la vía 

mineralocorticoide, sin embargo no podemos descartar la posibilidad de que la 
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aldosterona esté actuando y/o modificando otros receptores por los cuales 

pueda ejercer sus efectos deletéreos en este tipo de nefrotoxicidad. 

 
VII.3 Modelo de nefrotoxicidad crónica por la CsA previamente 

establecida 
 

 La CsA produjo disfunción renal a los 18 días, la cual se acentúo aún más a los 

36 días de tratamiento. 

 La espironolactona no revirtió la disfunción renal inducida por la CsA, pero 

evitó que progresara el deterioro renal. 

 Los hallazgos histopatológicos sugieren que la espironolactona mantiene a los 

animales con nefrotoxicidad por CsA con menor grado de hipoperfusión y 

fibrosis túbulo intersticial. 

 El efecto renoprotector de la espironolactona se asoció con la disminución en 

los niveles del RNA mensajero de TGF-β y de Kim-1. 
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VIII. PERSPECTIVAS 
 

Con el fin de profundizar en los mecanismos por los que la aldosterona 

produce vasoconstricción en este modelo de nefrotoxicidad inducida por la CsA, se 

evaluarán los niveles de proteína de los genes que fueron modificados por la 

administración de la espironolactona. 

También hemos planeado estudiar si el efecto renoprotector de la 

espironolactona se asocia con la reducción del estrés oxidativo y de la apoptosis. 

Para disecar el papel de la aldosterona en el desarrollo de daño estructural 

inducidos por la CsA, se pretende estudiar el efecto de la administración continua de 

la aldosterona (con bombas miniosmóticas) en ratas que reciban CsA en un régimen 

de ingesta normal de sodio. 

Los resultados de este estudio han permitido elaborar un protocolo para inicial 

un estudio clínico controlado con pacientes trasplantados con injerto renal. 
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ANEXOS 

X.ANEXOS 

X.l Artículos generados con la realización de esta tesis 

• Acción Novedosa de la aldosterona en la nefrotoxicidad por ciclosporina 

• Renocortical mRNA expression of vasoactive factors during spironolactone 

protective effect in chronic cyclosporine nephrotoxicity 

• Mineralocorticoid receptor blockade confers renoprotection in preexisting 

chronic cyclosporine nephrotoxicity (enviado) 
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